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La estampa otoñal es consecuencia de la propia senescencia. Las hojas se 
amarillean y enrojecen muriendo al caer. 
 
La senescencia y la caída de las hojas permiten a las plantas conservar sus 
recursos durante un período de reposo mientras que, en los animales, 
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Resumen 
El término “Cáncer” designa un amplio grupo de enfermedades. Si bien el cáncer comienza en 
una célula, su progresión está condicionada por múltiples factores siendo el microambiente 
tumoral uno de ellos. Existen fuertes evidencias que el incremento de ácido hialurónico (AH), 
principal glicosaminoglicano de la matriz extracelular, favorece la progresión de diversos 
tumores sólidos. Está descripto que la interacción del AH con sus receptores, CD44 y RHAMM, 
activa vías de señalización, como PI3K/Akt y MAPK, implicadas en la proliferación celular y la 
resistencia a multidrogas (MDR). Existen diversas alternativas para mitigar la señalización 
mediada por el AH como lo son sus oligosacáridos (oAH) o 4-metilumbeliferona (4MU). Los 
primeros debido a su pequeño tamaño son incapaces de activar los receptores del AH mientras 
que el segundo es un reconocido inhibidor de la síntesis del polímero. Sin embargo, son escasos 
los reportes que indiquen la participación del AH en la progresión de la leucemia mieloide 
crónica (LMC). Esta última se caracteriza por la translocación entre los cromosomas 9 y 22 
dando origen al cromosoma filadelfia quien codifica una kinasa activa constitutivamente (BCR-
ABL) capaz de iniciar la leucemogénesis. En la terapia de primera línea se utiliza el Imatinib 
pero cuando los inhibidores de BCR-ABL dejan de ser efectivos se recurre a la quimioterapia 
convencional con Vincristina. 
La hipótesis del presente trabajo es que las células leucémicas generarían en la matriz 
extracelular un desbalance en la concentración y calidad del AH que colaboraría con la 
progresión tumoral a través de diversos mecanismos. Sugerimos que el ácido hialurónico al 
interaccionar con sus receptores activaría diferentes vías de señalización induciendo la 
proliferación celular y la resistencia a multidrogas con la consecuente evasión de los mecanismos 
de supresión tumoral. Es por ello que el objetivo general fue investigar la capacidad del AH y 
de los oAH de activar diferentes vías de señalización como consecuencia de su interacción con 
CD44 y RHAMM, evaluando su implicancia en la evasión de mecanismos de supresión tumoral 
como así también en la inducción de proliferación celular y de MDR. Para cumplir con el 
objetivo propuesto se trabajó con las líneas celulares humanas de LMC K562 y Kv562. Las 
primeras derivan de una paciente con LMC mientras que las segundas fueron obtenidas luego de 
la incubación de las células K562 con dosis crecientes de Vincristina. 
En principio se caracterizaron ambas líneas celulares observándose que sintetizan AH y expresan 
tanto CD44 como RHAMM. Más aún, son capaces de unir AH a través de sus receptores y dicha 
interacción es desplazable con oAH. Además, expresan BCR-ABL la cual no pudo ser modulada 
por AH ni oAH pero sí por el Imatinib. Dicho inhibidor fue capaz de reducir parcialmente los 
niveles de AH sugiriendo que la BCR-ABL favorecería la acumulación de AH. 
Posteriormente se determinó el efecto del AH y los oAH sobre la proliferación celular 
considerando los receptores y vías de señalización implicadas. El AH incrementó la proliferación 
de ambas células mediante su interacción con CD44 y activación de PI3K/ERK y de MEK/ERK 
en K562 y a través de RHAMM y PI3K en Kv562. Por el contrario, los oAH redujeron la 
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proliferación de las células K562 mediante CD44 y la inhibición de Akt y de ERK. Si bien oAH 
no modularon la proliferación de las células resistentes, fueron capaces de inhibir la 
funcionalidad de la bomba de eflujo Pgp presente en dichas células. 
Luego se inhibió la síntesis de AH con 4MU observándose una marcada disminución de la 
proliferación de ambas líneas celulares con inducción de senescencia. Además, 4MU redujo la 
relación pAkt/Akt en las dos líneas y pERK/ERK en la línea K562. Al suplementar 
exógenamente el AH se recuperaron los niveles basales de los diferentes procesos citados 
sugiriendo que el AH sintetizado por las células daría una señal autócrina o parácrina que 
impediría la inducción de senescencia promoviendo la proliferación celular. Más aún, el 
tratamiento con 4MU redujo la funcionalidad de la bomba de eflujo de las células Kv562 
mientras que el AH recuperó su actividad. Por lo tanto el AH sintetizado por dichas células 
favorecería la MDR. 
Finalmente se evaluó el efecto del AH, los oAH y la 4MU en la respuesta celular frente a drogas 
de uso clínico como el Imatinib y la Vincristina (VCR).  
Al combinar Imatinib con AH se observó la reversión del efecto anti-proliferativo y senescente 
de Imatinib en ambas líneas celulares. Además, los oAH y la 4MU sensibilizaron a las células al 
efecto de Imatinib. Los oAH en combinación con Imatinib lograron inducir tanto apoptosis como 
senescencia dependiendo de la dosis de Imatinib utilizada, mientras que la 4MU en conjunto con 
Imatinib incrementó la senescencia independientemente de la dosis de Imatinib empleada. 
Además, el co-tratamiento oAH e Imatinib redujo casi totalmente los niveles de pAkt. Los 
efectos de 4MU en combinación con Imatinib fueron revertidos al co-incubarlos con AH 
sugiriendo que el AH producido por las células reduciría el efecto anti-proliferativo y senescente 
de Imatinib. 
Tanto los oAH como la 4MU sensibilizaron a las células Kv562 al efecto anti-proliferativo y 
senescente de la VCR. El agregado de AH al tratamiento con 4MU y VCR revirtió la 
sensibilización citada. 
A partir de los resultados expuestos se puede concluir que las células K562 y Kv562 sintetizan 
AH para impedir la inducción de senescencia y resistir a la quimioterapia. Además, al atenuar la 
señalización del AH ya sea con oAH o con 4MU se sensibiliza a las células al efecto de Imatinib 
y de VCR. Más aún, la senescencia inducida por Imatinib dependería de la reducción de los 
niveles de AH. 
Consideramos que conocer el papel de AH en los procesos oncohematológicos contribuirá no 
sólo a comprender la enfermedad sino que también puede proveer marcadores moleculares 
novedosos útiles para mejorar las terapias actuales. De este modo, el conocimiento básico 
adquirido podría trasladarse a una aplicación clínica futura. 
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RESUMEN 
En el presente trabajo se determinó la implicancia del acido hialurónico (AH) en diversos 
mecanismos biológicos que favorecen la progresión tumoral. Para ello se utilizaron las líneas 
celulares humanas de leucemia mieloide crónica K562 y Kv562. Se demostró que el AH 
incrementó la proliferación de ambas células. En las células K562 su efecto estaría mediado por 
el receptor CD44 y la activación de las vías de PI3K/Akt y de MEK/ERK mientras que en las 
Kv562 dependería del receptor RHAMM y de PI3K/Akt. Los oligosacáridos del AH (oAH) 
inhibieron la proliferación de las células K562 a través de CD44 y la reducción de pAkt y pERK. 
El inhibidor de la síntesis de AH, 4MU, disminuyó la proliferación celular atenuando la 
señalización de PI3K/Akt e induciendo senescencia. Asimismo, en ambas líneas celulares el AH 
revirtió el efecto anti-proliferativo y senescente de Imatinib mientras que los oAH y la 4MU las 
sensibilizaron a la acción del inhibidor. Además, los oAH y la 4MU sensibilizaron a las células 
Kv562 al efecto senescente de la VCR mediante la inhibición de PI3K y de la Pgp. A partir de 
estos resultados puede concluirse que las células K562 y Kv562 sintetizan AH para impedir la 
inducción de senescencia y resistir a la quimioterapia. Además, los oAH y la 4MU sensibilizaron 
a las células al efecto de Imatinib y de VCR sugiriendo un posible uso como co-adjuvantes para 
el tratamiento de leucemias que resisten a la terapia convencional. 
 
ABSTRACT 
The implication of hyaluronan (HA) in biological mechanisms involved in tumor progression 
was determined in this work. For this purpose the human leukemic cell lines K562 and Kv562 
were used. We demonstrated that hyaluronan induced cell proliferation in both cell lines. On 
K562 cells the effect was mediated by CD44 trough activation of both PI3K/Akt and MEK/ERK 
pathways, whereas on Kv562 cells the effect was mediated by RHAMM and PI3K/Akt 
activation. The inhibition of HA synthesis by 4-methylumbelliferone (4MU) decreased both cell 
lines proliferation and sensitized Kv562 to the effect of Imatinib as well as VCR through Pgp 
and PI3K inhibition, in both cases with senescence induction. Moreover, hyaluronan oligomers 
(oHA) inhibited K562 proliferation mediated by CD44 as well as Akt and ERK down-regulation. 
Furthermore, oHA sensitized Kv562 cells to both Imatinib and VCR by inhibition of Pgp as well 
as PI3K. We conclude that K562 and Kv562 cells synthesize HA to avoid senescence induction 
and resist chemotherapy. We postulate that HA synthesis would promote leukemia progression 
by triggering of the above-mentioned proliferative signals. These findings highlight the potential 
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El término “Cáncer” designa un amplio grupo de enfermedades. La característica común de 
todas ellas es la multiplicación rápida de células anormales pudiendo invadir tejidos adyacentes y 
propagarse a otros órganos, originando metástasis. Estas últimas, son la principal causa de 
muerte por cáncer. 
El cáncer comienza en una célula. La transformación de una célula normal en tumoral es un 
proceso multifásico. Estas alteraciones son el resultado de la interacción entre los factores 
genéticos del paciente y agentes externos (carcinógenos físicos, químicos y biológicos). El 
envejecimiento es otro factor fundamental en la aparición del cáncer. La acumulación a lo largo 
de la vida de factores de riesgo, se combina con la tendencia que tienen los mecanismos de 
reparación celular a perder eficacia con la edad.  
Si bien el cáncer comienza en una célula, su progresión está condicionada por múltiples factores 
siendo el microambiente tumoral uno de ellos. Está ampliamente demostrado y aceptado que 
existe una activa interrelación entre las células tumorales y su entorno. De hecho, actualmente se  
considera al tumor como un tejido complejo y no como una simple acumulación de células 
transformadas. La composición del microambiente tumoral condiciona claramente la sobrevida 
del paciente siendo un importante factor pronóstico en diferentes tipos de cáncer. Existen fuertes 
evidencias de que el incremento de ácido hialurónico, componente de la matriz extracelular, 
favorece la progresión de diversos tumores sólidos. Sin embargo, poco se sabe de la implicancia 
del microambiente tumoral en la progresión de procesos oncohematológicos como leucemias, 
linfomas y mielomas. 
Si bien en los últimos años se ha avanzado muchísimo en el conocimiento, diagnóstico y terapia 
de la enfermedad, según datos de la OMS, el cáncer es la principal causa de muerte a escala 
mundial (GLOBALCAN 2012, IARC). Es por ello, que resulta de interés profundizar el estudio 
de los mecanismos moleculares involucrados para poder así contar con nuevos blancos 
terapéuticos. 
Sin embargo, para poder comprender la enfermedad primero es necesario introducir los diversos 
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Ciclo celular 
El ciclo celular es un conjunto ordenado de sucesos que conducen al crecimiento de la célula y 
su posterior división en dos células hijas. Se lo puede dividir en dos grandes fases: la interfase y 
la fase M. La primera, incluye las etapas G1, S y G2; mientras que la segunda, incluye la mitosis y 












Figura 1. Fases del ciclo celular. En la fase G1 la célula crece y prepara la maquinaria celular 
necesaria para el ingreso a la fase S. En esta última, ocurre la replicación del ADN lo cual 
conlleva a que cada cromosoma presente dos cromátides hermanas. En el estadío G2 se controla 
que todo el material genético se encuentre replicado y sin errores. Posteriormente, durante la 
mitosis, se produce la separación de las cromátides hermanas y en la citocinesis ocurre la 
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Pero, ¿cómo se logra que el ciclo celular sea un proceso sumamente ordenado? Se logra a través 
de la síntesis y degradación de diferentes ciclinas en cada fase del ciclo celular. Las ciclinas 
activan a las kinasas dependientes de ciclinas (CDK). Estas últimas, al fosforilar a sus sustratos, 





Figura 2. (A) Concentración de ciclinas a lo largo de las fases del ciclo celular. La disminución 
en la concentración de ciclinas se debe a la degradación vía proteasoma. (B) Complejos Ciclina-
CDK característico de cada fase del ciclo celular. 
 
Para que el ciclo celular avance adecuadamente, además de la síntesis ordenada de ciclinas, 
existen diferentes puntos de control o de restricción. En ellos la célula controla determinados 
parámetros y ante la presencia de errores o de condiciones ambientales desfavorables se activan 
diversos inhibidores de las CDKs (CDKI) que evitan la proliferación celular (Figura 3). Dichas 
proteínas pertenecen a dos familias diferentes: la familia de INK4 que inhiben específicamente a 
las CDK4 y CDK6 en G1 (por ejemplo p16) y la familia de CIP/KIP que inhiben CDKs de todas 
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Figura 3. (A y B) Punto de restricción de G1. (A) La presencia de mitógenos, nutrientes y 
factores de crecimiento reprime a los inhibidores del ciclo p27 y p16. De este modo se liberan los 
complejos cdk4/6-Ciclina D que fosforilan a la proteína Rb permitiendo la liberación del factor 
de transcripción E2F involucrado en la síntesis de cdk2 y Ciclina E. (B) Ante lesiones en el ADN 
se activa la proteína p53 activando a p21 que inhibe al complejo cdk2-Ciclina E. Ante la 
ausencia de lesiones en el DNA la proteína Mdm2 inhibe a p53 lo cual conlleva a la inactividad 
de p21. De este modo se activa el complejo cdk2-Ciclina E produciendo una mayor fosforilación 
de Rb con la consecuente liberación de E2F y la síntesis de las enzimas necesarias para duplicar 
el ADN en la fase S del ciclo celular. (C) Punto de restricción de G2. Frente a errores en el ADN 
luego de su replicación las proteínas p53 y p21 nuevamente evitan que prosiga el ciclo celular, 
sin embargo, ante la ausencia de errores y la completa replicación, se reprimen los inhibidores 
p53 y p21 favoreciendo así la actividad del factor promotor de la mitosis. Además, dicho factor 
se encuentra regulado por la kinasa Wee1 y la fosfatasa CDC25. (D) Punto de restricción de M. 
Una vez que los cromosomas se encuentran unidos al huso mitótico y alineados se activa cdc20 
que activa a APC (complejo promotor de la anafase) que inhibe a la proteína securina. De este 
modo se libera la enzima separasa encargada de separar las cromátides hermanas. Sin embargo, 
cuando los cromosomas no se encuentran perfectamente unidos al huso mitótico y alineados, la 
separasa es reprimida por la securina evitando la separación inadecuada del material genético. 
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Cuando el ciclo celular no es controlado eficientemente se produce la proliferación descontrolada 
de las células favoreciendo el desarrollo de neoplasias. Para evitarlo, las células han desarrollado 
diferentes mecanismos de supresión tumoral. 
 
Mecanismos de supresión tumoral 
Existen diversas vías para evitar el desarrollo neoplásico siendo la apoptosis y la senescencia dos 
de los principales mecanismos de supresión tumoral. 
Apoptosis 
La apoptosis es un tipo de muerte celular programada. Se caracteriza por cambios a nivel 
morfológicos, entre ellos: a) contracción del citoplasma, b) condensación de la cromatina, c) 
blebbing de la membrana celular, d) fragmentación del ADN y e) formación de cuerpos 
apoptóticos. Fisiológicamente, estos últimos son fagocitados evitando así una respuesta 











Figura 4. Cambios morfológicos característicos de la apoptosis. 
 
 
Además, las células apoptóticas exponen en su superficie fosfatidilserina, siendo un recurso útil 
para detectar apoptosis tempranamente (Galluzzi et al. 2012). 
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La apoptosis puede clasificarse en apoptosis intrínseca, caspasa dependiente o caspasa 
independiente, y en apoptosis extrínseca mediante la activación receptores de muerte o la falta de 
activación de receptores (dependiente de receptores) (Figura 5). 
 
 
Figura 5. Mecanismos involucrados en la inducción de los diferentes tipos de apoptosis. En la 
apoptosis intrínseca el estrés intracelular induce la pérdida del potencial de membrana 
mitocondrial.  Dicho evento favorece la acción de proteínas pro-apoptóticas e inhibe a las anti-
apoptóticas. En la apoptosis caspasa dependiente se forma el apoptosoma responsable de la 
activación de la caspasa 9 encargada de activar a la caspasa 3. Sin embargo, en la apoptosis 
caspasa independiente se inhibe la cadena respiratoria con la consecuente pérdida de la síntesis 
de ATP y la formación de especies reactivas del oxígeno. En la apoptosis extrínseca las señales 
extracelulares son las encargadas de iniciar el proceso. Dicha apoptosis puede ser activada 
mediante receptores de muerte como FAS. Este al interaccionar con su ligando activa a la 
caspasa 8 iniciando así la cascada enzimática que culmina en apoptosis. Mientras que la ausencia 
de ligandos puede inducir apoptosis dependiente de receptores en donde también se observa la 
activación de las caspasas. Adaptado de Galluzzi, et al 2012. 
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Senescencia 
La senescencia es un estadío de diferenciación terminal caracterizada por cambios morfológicos 
y está asociada con el envejecimiento y condiciones de estrés celular. Al igual que a la apoptosis, 
se la considera un mecanismo importante de supresión tumoral.  
Una de las principales señales que desencadenan la senescencia es el acortamiento de los 
telómeros, pero también puede inducirse frente a otras señales como el daño genómico, el estrés 
no genotóxico y las señales mitogénicas muy intensas (Figura 6.A).  
Las células senescentes se caracterizan por presentar: a) arresto irreversible del ciclo celular con 
sobre-expresión de proteínas inhibidoras como p53 y p21, b) aumento del tamaño y granularidad 
celular, c) incremento de la actividad de β-galactosidasa (β-galactosidasa asociada a senescencia, 
SA-β-gal), d) resistencia a la apoptosis y e) cambios a nivel de la cromatina (foci de 
heterocromatina asociados a senescencia, SAHF) (Campisi and d'Adda di Fagagna 2007; Rodier 









Figura 6. (A) Mecanismos de inducción de senescencia, Adaptado de Campisi 2007. (B) 
Características de las células senescentes, Adaptado de Rodier 2011. 
 
Como ya se describió previamente el ciclo celular se encuentra sumamente controlado y además 
existen mecanismos, como la apoptosis y la senescencia, encargados de eliminar células con 
capacidad proliferativa a pesar de no estar en condiciones de proseguir con el ciclo celular. Sin 
embargo, muchas veces dichos mecanismos no son suficientes debido a la gran cantidad de 
alteraciones génicas y se observa el desarrollo del cáncer. 
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Cáncer 
Se conoce como cáncer a un grupo amplio y heterogéneo de patologías que se caracterizan por la 
presencia de células con múltiples mutaciones genómicas que favorecen la proliferación celular 
descontrolada, la dispersión de dichas células por vía hemática o linfática y la invasión de otros 
tejidos. Como consecuencia, se pierde el fino equilibrio entre la proliferación y la muerte celular 
(Hanahan and Weinberg 2011). 
Los diversos tipos de tumores pueden clasificarse en carcinomas, sarcomas, leucemias, linfomas, 
mielomas y tipos mixtos. Tanto los carcinomas como los sarcomas son tumores sólidos. Los 
primeros derivan de tejido epitelial mientras que los segundos corresponden a tumores 
provenientes de tejido conectivo y de soporte. Las leucemias, linfomas y mielomas se desarrollan 
a partir de células originadas en la médula ósea, por ello se los puede agrupar bajo el término de 
procesos oncohematológicos.  
Los diferentes tipos de cáncer se originan por la ganancia de función de proto-oncogenes 













Figura 7. Conceptos de proto-oncogen, oncogen y gen oncosupresor. 
Si bien las mutaciones genómicas son indispensables para la iniciación de la patología, el 
entorno tumoral condiciona notablemente su progresión (Hainaut and Plymoth 2013; Hanahan 
and Weinberg 2011). 
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Microambiente tumoral 
En los últimos años, se ha demostrado que la progresión del cáncer no se debe sólo a un 
mecanismo autónomo de las células tumorales sino que también se requiere de una compleja 
interrelación con el microambiente (Hanahan and Weinberg 2011). Dicho entorno está 
constituido por células asociadas al tumor y por macromoléculas implicadas tanto en la 
señalización intercelular como en la formación de la matriz extracelular (MEC) (Figura 8) 
(Morra and Moch 2011). Esta última parece ser clave en la progresión de los procesos 
oncológicos ya que cambios cualitativos y cuantitativos en la estructura de la MEC correlacionan 
con peor pronóstico (Sun XJ 2013; Wong and Rustgi 2013). Es por ello que resulta de interés 
conocer los efectos de las moléculas que componen la MEC sobre el comportamiento tumoral. 
 
Figura 8. Microambiente 
tumoral. El esquema muestra 
la interrelación entre los 
fibroblastos y macrófagos 
asociados a tumor (1 y 2, 
respectivamente), las células 
tumorales (3) y la matriz 
extracelular (4). Puede 
observarse que el entorno 
favorece la progresión 
tumoral. Adaptado de Morra 




Fisiológicamente, la MEC no sólo otorga estructura y soporte a los tejidos sino también modula 
el comportamiento celular (Iozzo 1998). Está constituida por proteínas (colágeno, elastina, 
laminina), proteoglicanos y glicosaminoglicanos (GAGs) (ácido hialurónico, condroitin, heparan 
y keratan sulfato) siendo el ácido hialurónico (AH) el principal GAG de la MEC (Toole 2004). 
Se ha reportado que el incremento en los niveles de AH correlaciona con menor sobrevida de los 
pacientes ya que favorecería la proliferación celular, la evasión de apoptosis y la resistencia a 
multidrogas (MDR) (Auvinen et al. 2013; Boregowda et al. 2006; Itano et al. 2008; Provenzano 
y Hingorani 2013). Sin embargo, poco se sabe del rol del AH en los procesos 
oncohematológicos. 
I n t r o d u c c i ó n  | 13 
 
Ácido hialurónico  
El AH es un glicosaminoglicano lineal constituido por unidades repetitivas de [D- ácido 
glucurónico β (1→3) y N-acetil-D-glucosamina β (1→4)]n con peso molecular entre 105 y 107 






                         
Figura 9. Estructura del AH. Adaptado de Karbownik and Nowak, 2013. 
 
Si bien el AH forma parte de la familia de los GAGs, posee numerosas diferencias con los demás 
miembros. En principio el AH es una molécula lineal sin grupos sulfato. Además no se une 
covalentemente a proteínas originando proteoglicanos. El AH interacciona de modo no 
covalentemente con proteínas de unión que a su vez interaccionan con proteoglicanos dando 
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Metabolismo del ácido hialurónico 
En los vertebrados el AH presenta un metabolismo muy activo. En los seres humanos más 
específicamente, se renuevan diariamente 5g de los 15g totales de AH del organismo. Se estima 
que el AH presenta un vida media de 3-5 minutos en circulación y de unos pocos días en la 
mayoría de los tejidos (Stern R, 2008). 
 
Síntesis de AH 
La biosíntesis de AH se lleva a cabo por medio de glicosiltransferasas denominadas sintasas de 
AH (Has). Se han reportado tres isoformas de dichas enzimas (Has 1-3). Los genes que codifican 
dichas proteínas se encuentran en el brazo largo del cromosoma 19 (Has-1), del cromosoma 8 
(Has-2) y del cromosoma 16 (Has-3).  
Respecto a su rol fisiológico, Has-1 es la responsable de la síntesis del AH de alto peso 
molecular mientras que Has-2 cobra importancia en inflamación y reparación tisular. Has-3 
sintetiza AH de bajo peso molecular (100KDa) (Karbownik and Nowak, 2013). Se ha reportado 
que Has-2 es indispensable ya que al reprimir su expresión mediante knock-out resulta letal. 
El modelo de síntesis más aceptado sugiere que las Has forman un poro en la membrana celular a 
través del cual la cadena de AH naciente es translocada al espacio intersticial (Medina et al. 
2012). Dicho proceso requiere como sustratos UDP-N-acetil-D-glucosamina y UDP-D-ácido 
glucurónico. Se ha reportado que 4-metilumbeliferona (4MU) es capaz de depletar a las células 
de UDP-D-ácido glucurónico y además disminuye la expresión de los ARNm codificantes para 
Has-2 y Has-3 (Kultti et al. 2009). Es por ello que 4MU es un reconocido inhibidor de la síntesis 





Figura 11. Esquema 
del mecanismo de 
síntesis de AH. 
 
 
I n t r o d u c c i ó n  | 15 
 
La síntesis de las Has se encuentra regulada mediante diferentes mecanismos. Se ha reportado 
que la interacción de PDGF-BB con su receptor (PDGFβ-R) conduce a la activación de las vías 
de señalización de PI3K/Akt y MAPK (Raf/MEK/ERK) con la consecuente activación de NFκB, 
STATs y CREB favoreciendo la transcripción de Has-2. A su vez, la interacción  TGFβ - TGFβ-
R activa la MAPK p38 quien estimula la transcripción de Has-1 (Jacobson A, et al 2000; Li, et al 











Figura 12. Control transcripcional de Has-1 y Has-2 
 
Además de la regulación transcripcional, las Has pueden ser reguladas post-traduccionalmente. 
La fosforilación de Has-2 mediada por PKC incrementa su actividad mientras que la 
internalización de las Has inhibe la síntesis de AH (Vigetti et al. 2014; Hascall et al. 2014)  
 
Sin embargo, la cantidad de AH en un tejido no depende solamente de su síntesis, sino que 
requiere de un complejo equilibrio entre la síntesis, la internalización vía receptores de superficie 
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Degradación del AH 
El AH es degradado mediante enzimas denominadas hialuronidasas (Hyals). Éstas hidrolizan la 
unión glicosídica β(1-4) generando AH de bajo peso molecular (AH-BPM) (103-105 Da) y 
oligosacáridos de AH (oAH) (de 2 a 7 unidades disacarídicas) (Toole 2004).  
Se han reportado 6 secuencias de tipo Hyal en el genoma humano: Hyal-1, Hyal-2 y Hyal-3 se 
encuentran en el brazo corto del cromosoma 3 mientras que Hyal-4, ph-20 y el pseudogen 
pHyal1 se localizan en el brazo largo del cromosoma 7.  
La principal Hyal en los tejidos es la Hyal-1, siendo la responsable de la degradación del AH a 
pequeños fragmentos. La Hyal-2 se encuentra anclada a la membrana celular y es capaz de 
degradar el AH de alto peso molecular a AH-BPM. Hyal-3 es expresada por diversos tejidos, y al 
igual que Hyal-4, sus funciones no han sido elucidadas aún. Ph-20 es esencial en el proceso de 
fertilización ya que degrada la corona radiata del oocito (Karbownik and Nowak, 2013).  
El proceso de degradación de AH consta de dos pasos. En principio la Hyal-2 degrada el AH de 
alto peso molecular a su forma de bajo peso molecular. Posteriormente el AH-BPM puede ser 
endocitado y degradado por la Hyal-1 lisosomal o mediante la circulación linfática puede llegar a 












Figura 13. Esquema de la degradación del AH mediante las enzimas Hyal-1 y Hyal-2. 
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Rol fisiológico del ácido hialurónico 
En la MEC de los mamíferos el AH cumple numerosas funciones tanto a nivel estructural como a 











Figura 14. Rol fisiológico del AH. 
 
Más aún, el AH parece ser crítico en los nichos de células madre hematopoyéticas donde 
protegería a dichas células del daño genómico debido a su acción antioxidante y por la activación 
de bombas de eflujo que extruyen compuestos genotóxicos (Darzynkiewicz and Balazs 2012). 
Además, sería indispensable para una correcta hematopoyesis (Goncharova et al. 2012). Sin 
embargo, cuando su concentración supera los niveles fisiológicos puede favorecer la progresión 
tumoral por incremento de la proliferación celular, la migración, la evasión de apoptosis y la 
MDR (Toole 2009).  Dichos mecanismos a nivel celular se desencadenan por la interacción del 
AH con sus receptores y la consecuente activación de vías de señalización. Los receptores 
descriptos que interaccionan con AH son CD44, RHAMM, HARE, Lyve-1, TLR-2 and TLR-4 
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Receptores del ácido hialurónico  
CD44 
CD44 es una glicoproteína transmembrana de simple cadena perteneciente a la superfamilia de 
proteínas Link codificada en el brazo corto del cromosoma 11. Existen diferentes isoformas de 
CD44 generadas por splicing alternativo de exones variables (exon 6 a 15). La isoforma que no 
contiene dichos exones se la denomina forma estándar (CD44s) mientras que las isoformas que sí 
los contienen se las llama variantes (CD44v). La isoforma estándar comprende los exones 1-5 y 
16-20 mientras que las isoformas variantes además de los exones 1-5 y 16-20 contienen uno o 

















Figura 15. Estructura de CD44 s y CD44v. Adaptado de Zöller 2011 
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Como puede observarse en la Figura 15, CD44 presenta un dominio de unión a AH, un dominio 
de tallo (en donde se observan las diferencias citadas entre CD44s y CD44v), un dominio 
transmembrana y un dominio citoplasmático donde se encuentran las regiones de interacción con 
proteínas del citoesqueleto como ezrina-radixina-moesina (ERM) y ankirina. El dominio 
intracitoplasmático también puede interaccionar con kinasas citosólicas como Src. Además 
CD44 presenta numerosos sitios de N-glicosilación y O-glicosilación lo cual le otorga mayor 
variabilidad (Zöller 2011). 
Si bien su principal ligando es el AH, CD44 puede interaccionar con otras moléculas como 
colágeno, fibronectina, laminina, osteopontina, factores de crecimiento y metaloproteasas. 
CD44 fue descripto por primera vez en células hematopoyéticas, sin embargo su expresión es 
ubicua. En la mayoría de los tejidos se expresa CD44s mientras que la expresión de CD44v se 
encuentra más restringida. Las células epiteliales de estómago y vejiga, keratinocitos y linfocitos 
activados son algunos ejemplos de expresión fisiológica de CD44v (Zöller 2011).  
El receptor CD44 se encuentra involucrado en diversos procesos biológicos, entre ellos 
migración y adhesión celular, homing linfocitario y diferenciación celular, siendo de suma 
importancia en la hematopoyesis. Además, favorece la proliferación celular (Johnson and Ruffell 
2009). 
Las células tumorales sobre-expresan CD44, tanto CD44s como CD44v, valiéndose así de las 
diversas funciones del receptor. En diferentes tumores sólidos se ha reportado que AH promueve 
el entrecruzamiento de CD44 activando diferentes proteínas que conducen a la activación de las 
vías de PI3K/Akt y MEK/ERK. Dichas vías de señalización están involucradas en la evasión de 
la apoptosis y en el incremento de la proliferación celular (Naor et al. 2008; Toole 2009; Wang 
and Bourguignon 2011). Además la interacción AH-CD44 estimula la actividad de la 
gilcoproteína P (Pgp) promoviendo así la extrusión de los quimioterápicos favoreciendo la MDR 
(Bourguignon et al. 2008).  
En nuestro laboratorio se demostró que el AH incrementa la migración celular a través de CD44 
y la consecuente activación de PI3K (Cordo Russo et al. 2010). Reportes de otros autores indican 
que la interacción AH-CD44 favorece la invasión y la inducción de metástasis (Toole 2009, 
Wang and Bourguignon 2011). Más aún, estudios realizados en células de cáncer escamoso de 
cabeza y cuello, de mama y de ovario demostraron que la interacción AH-CD44 conduce a la 
activación de los factores de transcripción Nanog, Sox2 y Oct4 implicados en el mantenimiento 
de las células madre tumorales evitando su diferenciación (Bourguignon et al. 2012; 
Bourguignon et al. 2012; Bourguignon et al. 2008). 
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RHAMM 
RHAMM es una proteína codificada en el brazo largo del cromosoma 5. Al igual que CD44, 
existen diferentes isoformas de RHAMM obtenidas por splicing alternativo (Figura 16.A). En 
humanos se expresa RHAMM v5 y dos variantes de menor número de pares de bases. 
Considerando las funciones e interacciones de RHAMM se han designado cinco dominios 
(Figura 16.B) (Turley et al. 2002; Maxwell et al. 2008).  
 
 
Figura 16. (A) Estructura de las diferentes isoformas de RHAMM. (B) Dominios y estructura 
secundaria de RHAMM. Se observan los diferentes dominios: D1 es un novedoso dominio que 
regula negativamente la capacidad de RHAMM de activar a ERK-1; D2 es requerido para la 
formación de podosomas y para la inducción de migración celular; D3 es el dominio de unión a 
MEK-1; D4 es el dominio de unión a ERK-1 y D5 es el dominio de unión a AH. 
 
A diferencia de CD44, RHAMM se expresa poco en tejidos normales. Su expresión se encuentra 
incrementada en la transformación maligna de las células y es considerado un antígeno asociado 
a tumor (Schmitt et al. 2009). 
RHAMM puede encontrarse tanto intracelularmente como en la superficie celular. En el citosol 
participa en el ciclo y la migración celular mientras que en la membrana plasmática actúa como 
receptor de AH. 
En el citosol, se encuentra involucrado en la formación del huso mitótico. Se observó que tanto 
el incremento como la ausencia de RHAMM favorecen la formación de polos múltiples. Es por 
ello que se cree que niveles óptimos de RHAMM son necesarios para la correcta formación del 
huso mitótico. Su actividad se encuentra regulada negativamente por el complejo BRCA-
1/BARD1 (Telmer et al. 2011). La desregulación de sus niveles conlleva a la inestabilidad 
genómica. Además, en citosol RHAMM puede interaccionar y activar a MEK y ERK 
favoreciendo la migración celular (Telmer et al. 2011). 
En la membrana citoplasmática, RHAMM actúa como una proteína periférica ya que carece de 
dominio transmembrana (Maxwell et al. 2008; Telmer et al. 2011). Sin embargo, no posee un 
A B 
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péptido señal que indique su ubicación en la membrana celular. Se cree que es una proteína 
citoplasmática que frente a ciertos estímulos es translocada a la superficie celular mediante las 
rutas no convencionales de exportación de proteínas. Dichos mecanismos incluyen canales 
transportadores de la familia ABC, complejos de liberación proteica, actividad de flipasas, 
exocitosis y blebbing de membrana (Maxwell et al. 2008). Aún se desconoce el mecanismo por 
el cual RHAMM logra ubicarse en la superficie celular. Sin embargo, se sabe que una vez allí 
actúa como una proteína adaptodora que al unir AH interacciona con receptores transmembrana, 
como CD44 y receptores de tipo tirosin-kinasa como el PDGF-R, conduciendo a la activación de 
las vías de señalización de PI3K/Akt y MAPK favoreciendo la proliferación y migración celular 







Figura 17. Interacción CD44-RHAMM-AH. Dicha interacción favorece la activación de ERK 
favoreciendo la transcripción de genes cuyas proteínas codificadas están involucradas en la 
migración celular. Adaptado de Maxwell et al. 2008. 
 
Ya sea por la inestabilidad genómica o por la activación de PI3K/Akt y ERK, RHAMM es un 
interesante blanco molecular desde el punto de vista terapéutico. Más aún, es interesante como 
marcador diagnóstico o pronóstico dado que los tejidos en condiciones fisiológicas expresan 
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Vías de señalización activadas por ácido hialurónico  
Luego de su interacción con CD44 y RHAMM, AH es capaz de activar las vías de señalización 















Figura 18. Vías de señalización activadas por la interacción AH-CD44. En el lipid raft se 
encuentran proteínas como Pgp, C-MET, ErbB2, EGFR y TGFβR1. El entrecruzamiento de 
CD44 activa diferentes proteínas como Src y ankirina. La primera favorece la activación de las 
vías de señalización de PI3K y MAPK. La segunda activa a Pgp y al citoesqueleto. En conjunto 
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PI3K/Akt 
PI3K (fosfatidilinositol 3-kinasa) se denomina a una familia de enzimas capaces de fosforilar el 
grupo hidroxilo en la posición 3' del anillo inositol de las moléculas llamadas en conjunto 
fosfatidilinositol.  
Existen tres clases de PI3K (clase I, clase II y clase III) que a su vez se dividen en subclases. Al 
activarse transforman el fosfatidilinositol dos fosfato (PIP2) en fosfatidilinositol tres fosfato 
(PIP3) con la consecuente activación de PDK1 (kinasa dependiente de fosfoinositidos) quien 
activa a Akt. Esta última, conocida también como PKB, es una serina-treonina proteín-kinasa 
responsable de la activación de mTOR y se halla involucrada en la evasión de apoptosis, 
progresión del ciclo celular y migración celular (principalmente Akt1), el metabolismo de la 
glucosa (Akt2), y parece tener relevancia a nivel cerebral (Akt3) (Vadlakonda et al. 2013). El 
principal regulador negativo de esta vía es PTEN (Figura 19).  
Tanto PI3K como Akt se encuentran sobreactivadas en diversos tipos de cáncer por lo cual son 
interesantes blancos moleculares para utilizar a nivel terapéutico (Yap et al. 2008). Es por ello 
que se han estudiado diferentes inhibidores de ambas kinasas, siendo Ly294002 uno de los más 
utilizados y aceptados para inhibir los diferentes tipos de PI3K  en estudios in vitro (Cordo Russo 
et al. 2008). Ly294002 interfiere en el sitio de unión al ATP de la enzima. Diversos estudios han 
demostrado que AH es capaz de activar a PI3K/Akt luego de su interacción tanto con CD44 
como con RHAMM (Goueffic et al. 2006; Toole 2004; Toole 2009). 
 
 
Figura 19. Vía de señalización 
de PI3K/Akt. El esquema 
muestra como dicha vía 
modula diferentes proteínas 
involucradas en la 
proliferación celular y la 
evasión de la apoptosis. 
Dichos procesos pueden ser 
atenuados mediante el 
inhibidor de PI3K, Ly294002. 
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MAPK 
Otra vía de señalización sobreactivada en células tumorales y que puede ser estimulada por AH 
es la de las MAPK (proteín-kinasa activada por mitógeno). Ante un estímulo dado se activa la 
MAPKKK la cual activa por fosforilación a la MAPKK quien a su vez fosforila a la MAPK. 
Existen diferentes vías de MAPK, una de las más importantes es la de Ras/RAF/MEK/ERK. Ras 
es una proteína de unión de nucleótidos de guanosina con actividad GTPasa. De este modo, 
transforma el GTP unido en GDP lo cual conduce a la conformación inactiva de la proteína. Su 
activación se ve facilitada por la acción de intercambiadores de nucleótidos que reemplazan el 
GDP por GTP. Ras activa a Raf (MAKKK) la cual fosforila a MEK (MAPKK) quien a su vez 
fosforila a ERK (MAPK). Dicha cascada conlleva a la activación de factores de transcripción y 
proteínas involucradas en la migración, la diferenciación y la estimulación de la mitosis con el 
consecuente incremento de la proliferación celular (Friday and Adjei 2008). Es por ello que esta 
cascada de señalización también resulta de interés como blanco molecular en la terapia contra el 
cáncer. Se han desarrollado diferentes inhibidores para cada una de las proteínas involucradas 













Figura 20. Vía de señalización de MEK/ERK. El esquema muestra la cascada de activación de 
MAPK y la consecuente activación de factores de transcripción involucrados en la supervivencia 
y proliferación celular. Dichos procesos pueden modularse negativamente mediante el inhibidor 
de MEK, UO126. Adaptado de Friday and Adjei 2008. 
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Implicancia del ácido hialurónico en la resistencia a multidrogas 
Como citamos previamente, el AH puede favorecer la expresión y funcionalidad de la Pgp. La 
MDR-1 o Pgp pertenece a la superfamilia de los transportadores de tipo ATP Binding Cassette 
subfamilia B miembro 1 (ABCB1) (Bourguignon et al. 2008). Fisiológicamente, la Pgp cumple 
importantes funciones a nivel de la barrera hematoencefálica evitando el ingreso de sustancias 
potencialmente tóxicas al sistema nervioso central. También se sabe que las células madre 
hematopoyéticas presentan Pgp en su membrana celular ejerciendo así protección al ADN por la 
extrusión de compuestos genotóxicos. Dicho proceso parece estar regulado por el AH presente 
en los nichos de células madre (Darzynkiewicz and Balazs 2012).  
Sin embargo las células tumorales se valen de la funcionalidad de Pgp para evitar la acción 
citostática y citotóxica de los quimioterápicos conduciendo así a la MDR (Bourguignon et al. 
2008). Es por ello que se han estudiado diferentes compuestos para inhibir su actividad siendo la 
Ciclosporina A un reconocido inhibidor utilizado en ensayos in vitro. Sin embargo, no es 
aplicable a la clínica debido a su toxicidad. Trabajos de nuestro laboratorio han demostrado que 
los oAH son capaces de inhibir la extrusión de quimioterápicos mediante su interacción con 
CD44 y la inhibición de PI3K/Akt en un modelo de linfoma T murino (Cordo Russo et al. 2008). 
Además estudios en células de cáncer de mama y de ovario indican que AH al entrecruzar a 
CD44 favorece su interacción con ankirina y con Nanog quienes activan a la Pgp (Bourguignon 








Figura 21. Funcionalidad de la Pgp. El esquema muestra la extrusión de drogas mediado por Pgp. 
Para que dicho proceso se lleve a cabo se requiere la hidrólisis de dos moléculas de ATP. 
 
Sin embargo la activación de bombas de eflujo no es el único mecanismo de resistencia que 
desarrollan las células tumorales. Tanto la sobre-activación de vías de sobrevida (como 
PI3K/Akt) o la inhibición de las vías de muerte, como la disminución de la permeabilidad y la 
activación de sistemas de detoxificación son importantes para la MDR (García MG 2009). 
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Alternativas para mitigar las señales del ácido hialurónico 
Diversos tipos de tumores sólidos sobre-expresan tanto CD44 como RHAMM e incrementan la 
síntesis de AH, factores que correlacionan con mal pronóstico (Toole 2004; Toole 2009), por lo 
que se han propuesto diferentes vías para mitigar los efectos del AH. Una de ellas es la 
utilización de oligosacáridos de AH (oAH) que compiten con el polímero de alto peso molecular 
por sus receptores pero debido a su pequeño tamaño (2-7 unidades disacáridas) son incapaces de 
entrecruzarlos (Toole 2009). De este modo, atenúan las señales activadas por AH (Figura 22). En 
nuestro laboratorio se demostró que los oAH son capaces de inhibir a PI3K e inducir apoptosis 
caspasa-dependiente en líneas celulares de linfoma T murino. Además los oAH, mediante su 
interacción con CD44, inhibieron la actividad de Pgp sensibilizando las células al efecto de 
quimioterápicos (Cordo Russo et al. 2008). Otros autores también han demostraron que los oAH 
presentan efectos sensibilizantes a quimioterápicos tanto in vitro como in vivo (Slomiany et al 
2009). Otras alternativas planteadas son el uso de anticuerpos contra los receptores, 




Figura 22. El esquema 
representa las diferentes 
alternativas para mitigar 
las señales inducidas 
por el AH. Adaptado de 





Además del uso de oAH, de anticuerpos anti-CD44 y de HABP actualmente se está analizando la 
inhibición de la síntesis de AH como un recurso frente a los tumores. Diversos estudios, tanto in 
vitro como in vivo, han demostrado que 4MU (inhibidor de la síntesis de AH) posee efectos anti-
neoplásicos en diversos tipos de tumores (Arai et al. 2011; Piccioni et al. 2012; Lokeshwar et al 
2010; Twarock et al. 2011). Además, 4MU resulta una alternativa sumamente interesante dado 
que es utilizada masivamente en Japón (por sus propiedades digestivas debido a su efecto 
colagogo) sin detectarse toxicidad alguna en seres humanos (Arai et al. 2011). 
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Dichos procesos se han estudiado principalmente en tumores sólidos y poco se sabe de la 
implicancia del AH y de las alternativas para mitigar sus señales en oncohematología. 
 
Leucemia 
El termino oncohematología engloba un grupo amplio y diverso de patologías que afectan las 
células sanguíneas. Se puede dividir en tres grandes grupos: leucemias, linfomas y mielomas. Sin 
embargo, la clasificación es compleja y extensa. El término leucemia proviene del griego y 
significa “sangre blanca”. Se caracteriza por un bloqueo madurativo que evita la normal 
hematopoyesis llevando así al hallazgo de blastos o precursores en sangre periférica. Las 
leucemias pueden clasificarse en agudas o crónicas y pueden ser de estirpe mieloide o linfoide. 
Las más frecuentes en adultos son la leucemia mieloide aguda y la leucemia linfática crónica 
(1/10000 pacientes) seguidas por la leucemia mieloide crónica (LMC) con una incidencia de 
2/100000. Aproximadamente se diagnostican unos 140.000 casos de LMC por año en el mundo. 
 
Leucemia mieloide crónica 
La LMC es un síndrome mieloproliferativo crónico caracterizado por la presencia del 
cromosoma filadelfia (Ph+), generado por la translocación recíproca entre los cromosomas 9 y 
22 t(9;22)(q34;q11) (Figura 23) (Nowell and Hungerford 1960; Rowley 1973). Como 
consecuencia, se genera un gen de fusión (bcr-abl) que codifica una kinasa que se encuentra 
constitutivamente activada (BCR-ABL). Dicha enzima fosforila diversas proteínas activando vías 









Figura 23. Esquema del Cromosoma Ph. 
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Fases de la LMC 
La patología presenta tres fases bien definidas conocidas como fase crónica, acelerada y crisis 
blástica. La primera es asintomática o con sintomatología inespecífica (fatiga, anorexia, pérdida 
de peso, hepatoesplenomegalia), se caracteriza por presentar en sangre leucocitosis neutrofílica, 
con precursores mieloides (mielocitos y metamielocitos), blastos 1-3%, eosinofilia y basofilia. 
Además en médula ósea se observa hipercelularidad a expensas de la serie leucopoyética con 
escasos blastos (menor al 2%). En la fase de aceleración el paciente presenta fiebre, dolores 
óseos y sudoración nocturna. En sangre se observa anemia, trombocitopenia y leucocitosis con 
marcada basofilia (mayor al 20%) y presencia de blastos (10-19%). En médula ósea si bien 
continúa la hipercelularidad se incrementa el número relativo de blastos (10-19%).  La fase final 
se denomina crisis blástica donde se observan valores de blastos superiores al 20% tanto en 
sangre como en médula ósea. El fenotipo de dichos blastos puede ser mieloide (en la mayor parte 
de los casos), linfoide (presenta mejor pronóstico), megacariocítico, eritroide o mixto. Sin 
tratamiento adecuado la sobrevida media de los pacientes es de 4 años (Baccarani et al. 2009). 
 
Tratamiento 
El tratamiento de primera línea consiste en utilizar inhibidores de BCR-ABL como el Imatinib, 
Nilotinib y Dasatinib (Figura 24) (Bubnoff and Duyster 2010). Dichos compuestos se unen de 
manera específica al sitio catalítico de ABL modulando negativamente su actividad kinasa. 
Mediante citogenética puede no sólo diagnosticarse la enfermedad sino que también puede 
llevarse a cabo el seguimiento del paciente aunque, debido a su alta especificidad pero baja 
sensibilidad, se lo puede controlar hasta obtener una respuesta citogenética completa. Luego es 
conveniente realizar el seguimiento con técnicas más sensibles como la PCR cuantitativa 
(Baccarani et al. 2009; Cross et al. 2012). De este modo, la respuesta del paciente al tratamiento 
se evalúa a diferentes niveles y en cada uno de ellos se la clasifica según la efectividad de la 
terapia: 
 Respuesta hematológica (completa, menor o nula, considerando sintomatología y 
recuentos en sangre de leucocitos, plaquetas y blastos) 
 Respuesta citogenética (completa, parcial, menor, mínima, nula según porcentaje de 
células Ph+ presentes) 
 Respuesta molecular (completa, mayor, menor, mínima, nula, considerando la reducción 
logarítmica del reordenamiento bcr-abl) 
 
 








Figura 24. Estructura química de las drogas de primera línea en LMC 
Se ha reportado que Imatinib no sólo inhibe la actividad de BCR-ABL sino que también 
reduciría sus niveles citosólicos. Se cree que dicho efecto estaría mediado por el incremento de 
los micro-ARN miR-138 y miR-203 los cuales bloquean la traducción del ARNm de BCR-ABL 
(Xu C et al 2014, Shibuta T et al 2013). 
La actividad de Imatinib como inhibidor de tirosin-kinasa no se restringe solamente a BCR-ABL, 
se observó que puede inhibir a otras oncoproteínas como Abl, PDGF-R, cKit y Src.  
Además, Imatinib produce cambios en la MEC. Diversos reportes han demostrado que el 
tratamiento con Imatinib evitaría la fibrosis mediante la degradación de la MEC resultando de 
interés para el tratamiento de las enfermedades fibróticas (Distler J and Distler O 2008). Otros 
autores han demostrado que Imatinib disminuye los niveles de colágeno y de proteoglicanos de 
heparán sulfato (Gioni V et al 2008; Malavaki C et al 2013). También se ha observado que 
pacientes tratados con Imatinib presentan alteraciones en la MEC de la médula ósea (Hong FS et 
al 2010). Sin embargo, no se han reportado aún, cambios en el metabolismo del AH regulados 
por Imatinib. 
Si bien Imatinib, Nilotinib y Dasatinib son altamente efectivos, la presión ejercida por dichos 
fármacos conlleva a la selección de células resistentes a la terapia de primera línea. Es por ello 
que cuando dejan de ser efectivas se utiliza quimioterapia convencional como Vincristina (VCR) 
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Figura 25. Estructura química de los quimioterápicos Vincristina y Doxorrubicina 
 
La VCR es un alcaloide derivado de la planta Vincapervinca (Catharanthus roseus) capaz de 
unirse a dímeros de tubulina impidiendo la formación de los microtúbulos. Es por ello que afecta 
células de rápida división celular arrestando el ciclo celular en metafase. La DOX pertenece a la 
familia de las antraciclinas. Se caracteriza por su color rojo brillante y capacidad de 
fluorescencia intrínseca. Su acción citostática radica en su capacidad de intercalarse en el ADN. 
 
Modelo de LMC 
La línea celular humana K562 es una línea de ATCC
®
 CCL-243™. Deriva de una paciente de  
53 años de edad que cursaba con LMC en crisis blástica. Su número de cromosomas es 1.5 veces 
mayor al fisiológico observándose una mediana de 70 XXX con diversos marcadores 
cromosómicos y presencia de Ph+. Estas células poseen un importante grado de indiferenciación, 
por lo cual ante los estímulos adecuados tienen la capacidad de diferenciarse a progenitores 
granulocíticos, eritroides, monocíticos y megacariocíticos. Sin embargo, en cultivo puede 
observarse diferenciación espontánea a los tres primeros progenitores citados.  
Luego del cultivo de dichas células con dosis crecientes de VCR se obtuvo una línea celular de 
LMC con fenotipo multi-resistente, denominada Kv562.  
Estudios recientes han demostrado que tanto Imatinib como DOX son capaces de inducir 
senescencia en la línea celular K562 (Drullion et al. 2012; Yang et al. 2012). También se 
describió que las células K562 son homocigota negativo para p53 (Yang et al. 2012). Además, se 
ha demostrado que los oAH son capaces de inhibir la Pgp en otra línea derivada de K562 
resistente a la DOX (K562/A02) (Cui et al. 2009). Sin embargo, no se ha estudiado la 
implicancia de AH y oAH sobre la proliferación, inducción de mecanismos de supresión tumoral 













Hipótesis y objetivos 




Hipotetizamos que las células leucémicas generarían en la matriz extracelular un desbalance en 
la concentración y calidad del AH que colaboraría con la progresión tumoral a través de diversos 
mecanismos. Sugerimos que el ácido hialurónico, al interaccionar con sus receptores, activaría 
diferentes vías de señalización induciendo la proliferación celular y la resistencia a multidrogas 
con la consecuente evasión de los mecanismos de supresión tumoral.  
Consideramos que conocer el papel del AH en los procesos oncohematológicos contribuirá no 
sólo al conocimiento de la enfermedad sino que también puede proveer marcadores moleculares 
novedosos útiles para mejorar las terapias actuales. De este modo, el conocimiento básico 






Investigar la capacidad del AH y de los oAH de activar diferentes vías de señalización como 
consecuencia de su interacción con CD44 y RHAMM, evaluando su implicancia en la evasión de 
mecanismos de supresión tumoral como así también en la inducción de proliferación celular y de 
resistencia a multidrogas (MDR), en líneas celulares humanas de LMC. 
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Objetivos específicos 
I. Caracterizar las líneas celulares K562 y Kv562 en lo que respecta a: 
A) La síntesis de AH 
B) La expresión de CD44 y RHAMM 
C) La interacción  de AH con sus receptores 
D) La modulación de BCR-ABL por AH y oAH 
II. Evaluar el efecto de los tratamientos con AH y oAH sobre: 
A) La proliferación celular de K562 y Kv562 considerando los receptores y vías de 
señalización involucrados 
B) La modulación de los mecanismos de supresión tumoral 
C) La funcionalidad de bombas de eflujo 
III. Analizar los efectos de la inhibición de la síntesis de AH con 4MU sobre: 
A) La proliferación celular de K562 y Kv562 considerando los receptores y vías de 
señalización involucrados 
B) La modulación de los mecanismos de supresión tumoral 
C) La funcionalidad de bombas de eflujo 
IV. Determinar la implicancia de AH, oAH y 4MU en la resistencia a Imatinib y a Vincristina  de 
las células K562 y Kv562, en lo que respecta a: 
A) La proliferación celular 
B) La modulación de vías de señalización 














Materiales y métodos 
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Materiales 
Se utilizó ácido hialurónico recombinante de bajo y alto peso molecular gentilmente donados por 
Farmatrade Argentina (CPN spol.s.r.o República Checa). La hialuronidasa testicular bovina 
(#H3884, Type IV-S, lyophilized powder, essentially salt-free) fue obtenida de SIGMA (St 
Louis, MO). La proteína de unión a AH biotinilada (bHABP, #385911) fue adquirida a 
Calbiochem (USA). El anticuerpo monoclonal anti-CD44 clon Km81 y el ácido hialurónico 
conjugado a AlexaFlour-647 fueron gentilmente cedidos por la Dra. Pauline Johnson (University 
of British Columbia, Vancouver, Canadá). La Vincristina y el Imatinib fueron gentilmente 
donados por Filaxis S.A. (Buenos Aires, Argentina) y por la Dra. Irene Larripa (Academia 
Nacional de Medicina, Bs. As., Argentina), respectivamente. Los inhibidores Ly294002 y 
UO126 fueron obtenidos de SIGMA (St Louis, MO).  
La Vincristina fue resuspendida en el momento de uso en RPMI-1640 conteniendo 10% de suero 
fetal bovino. El Imatinib fue resuspendido 8mM en PBS, filtrado y alicuotado a ‐20°C. UO126 y 
Ly294002 se prepararon como soluciones madre de concentración 10 mM en dimetilsulfóxido 
(DMSO) y se conservaron a ‐20°C hasta su uso posterior. Se utilizó PBS y DMSO (Calbiochem, 
San Diego, California) para realizar los controles basales según correspondiese a la droga 
utilizada. El medio de cultivo utilizado, RPMI-1640, así como también los antibióticos, 
penicilina y estreptomicina, fueron adquiridos a Invitrogen (Bs. As., Argentina). El suero fetal 
bovino (SFB) se obtuvo de Natocor (Córdoba, Argentina). Los Ac primarios y secundarios 
utilizados fueron adquiridos a Santa Cruz Biotechnology (CA, USA). La avidina-PE fue obtenida 
de e-Bioscience (USA). La timidina tritiada (
3
H-T) fue adquirida a Perkin-Elmer (Boston, USA). 
El 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside (X-gal) y  el 4´‐6‐diamino‐2‐fenilindol 
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Cultivo celular.  
Se utilizaron las líneas celulares humanas K562 y Kv562. La línea celular K562 es una línea de 
ATCC
®
 CCL-243™. Deriva del exudado pleural de una paciente que cursaba con LMC en crisis 
blástica. Luego del cultivo de dichas células con dosis crecientes de VCR se obtuvo una línea 
celular de LMC con fenotipo multi-resistente, denominada Kv562. Ambas líneas celulares se 
cultivaron en RPMI-1640 suplementado con 10% de SFB, 2 mM L-glutamina, 100 mg ml
-1
 
penicilina y 150 mg ml
-1
 estreptomicina, con 5% de CO2 a 37ºC (Cordo Russo et al. 2008). Las 
células Kv562 fueron cultivadas en presencia de 150 ng/ml (162nM) de VCR para mantener su 
fenotipo resistente. Dichas células fueron gentilmente proporcionadas por el Dr. Kotsias BA. 
 
Obtención de oAH.  
Se trabajó con oligosacáridos desde tetrasacáridos AH4 hasta AH14. Los oligosacáridos se 
obtuvieron por digestión enzimática de AH de bajo peso molecular con hialuronidasa testicular 
bovina. La Hyal cliva la unión N-acetil-D-glucosamina β (1→4) D-ácido glucurónico.  
Se incubó 500 UI de Hyal por cada 1mg de AH de bajo peso molecular a 37°C durante 24 horas. 
La reacción se frenó por desnaturalización térmica a 100ºC durante 5 minutos.  Posteriormente se 
filtró utilizando filtros de 0.22µm. Para separar los oAH de la Hyal desnaturalizada se utilizó 
Centricon® de 10KDa de poro dado que la Hyal presenta un peso molecular de 60 KDa y los 
oAH de 0.83-2.9 KDa. El tamaño de los oAH se determinó por cromatografía de intercambio 
aniónico de alta performance con detección amperométrica pulsada (HPAEC-PAD) (Cordo 
Russo et al. 2008). 
 
Determinación de AH por ELISA.  
Se determinó la concentración de AH en los sobrenadantes de cultivo de K562 y Kv562. Las 
células (5x10
5
/ml) fueron cultivadas en condiciones basales y frente a tratamientos con 4MU 
(500µM y 100µM) e Imatinib (2µM y 0.5µM). Transcurridas 72 horas se colectaron los 
sobrenadantes de cultivo y se realizó el recuento de la concentración celular mediante citometría 
de flujo para referir los valores de AH cada 10
6
 células. Los niveles de AH en los sobrenadantes 
de cultivo de las líneas celulares fueron medidos utilizando un ensayo de preincubación 
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competitivo. Las microplacas fueron sensibilizadas con AH. Luego, se incubaron los 
sobrenadantes o los estándares de AH en presencia de proteína de unión a AH biotinilada 
(bHABP). Finalmente la bHABP, que no se unió al AH del sobrenadante o al AH estándar, se 
unió al AH que sensibiliza la microplaca y se determinó con un sistema de detección avidina-
peroxidasa (Cordo Russo et al. 2012). 
 
Determinación de la expresión de CD44 y RHAMM.  
La expresión de dichos receptores fue evaluada por citometría de flujo, inmunofluorescencia 
indirecta e inmunoblotting. 
 
 Citometría de Flujo  
Se bloquearon las células K562 y Kv562 utilizando 2% de suero humano normal en PBS por 45 
minutos. Se lavó con PBS y se centrifugó 5 minutos a 2500 rpm a 4ºC. Posteriormente las células 
se incubaron con anticuerpos primarios anti-CD44 clon Km81 ó anti-RHAMM durante 1 hora a 
4ºC. Luego se lavó con PBS y se centrifugó a 2500 rpm por 5 minutos a 4ºC. Se incubó con los 
correspondientes anticuerpos secundarios conjugados a biotina durante 1 hora a 4ºC y 
nuevamente se lavó con PBS. Finalmente se incubó con avidina conjugada a ficoeritrina (Av-PE) 
durante 30 minutos a 4ºC y se lavó. Se realizaron los correspondientes controles de isotipo. Se 
adquirieron 20.000 eventos en el citómetro de flujo Pas III (Partec, Alemania) que fueron 
analizados mediante el software WinMDI 2.8 (Instituto Scripps, La Jolla, USA). 
 
 Inmunofluorescencia Indirecta 
Las células K562 y Kv562 fueron fijadas con 2% de paraformaldehido (PFA) en PBS durante 15 
minutos a temperatura ambiente. Luego se lavó con PBS y se permeabilizaron las células con 
0.2% Triton-X100 en PBS. Posteriormente se realizó el mismo procedimiento de marcación que 
se describió en el ítem anterior de citometría de flujo. Luego se incubó con una solución 1µg/ml 
de DAPI en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las células se montaron en 
portaobjetos y se observaron al microscopio de fluorescencia Olympus BX51 (American Inc.). 
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Finalmente se realizó el solapamiento de las imágenes obtenidas con los diferentes canales del 
microscopio de fluorescencia. 
 
 Inmunoblotting 
A partir de extractos proteicos totales obtenidos de las células K562 y Kv562 en condiciones 
basales se procedió a realizar SDS-PAGE seguido de electrotransferencia a membranas de 
PVDF. Luego del bloqueo con 3% de leche descremada y 2% de glicina en PBS, se incubaron 
los anticuerpos primarios anti-CD44 clon Km81 ó anti-RHAMM durante toda la noche a 4ºC. 
Posteriormente se incubaron los correspondientes anticuerpos secundarios conjugados a 
peroxidasa y se reveló mediante quimioluminiscencia (ver mayor detalle en las secciones 
“Extractos Proteicos” e “Inmunoblotting”)  
 
Estudio de la interacción de AH y oAH con sus receptores.  
Mediante citometría de flujo se evaluó el desplazamiento de AH marcado con Alexa-fluor 647 
frente a AH, oAH,  anticuerpo monoclonal anti-CD44 clon Km81, y anticuerpo policlonal anti-
RHAMM (E-19, Santa Cruz). Para ello las células K562 y Kv562 fueron bloqueadas con 2% de 
suero humano normal en PBS por 45 minutos a 4ºC. Luego se realizó un lavado con PBS y se 
centrifugó a 2500 rpm por 5 minutos a 4ºC. Posteriormente se incubaron las células con AH-
Alexa-fluor647 durante 1 hora y luego con AH no marcado, oAH, anticuerpo Anti-CD44 clon 
Km81, anticuerpo anti-RHAMM ó PBS durante 1 hora. Se adquirieron 20.000 eventos en el 
citómetro de flujo Pas III (Partec, Alemania) que fueron analizados con el software WinMDI 2.8 
(Instituto Scripps, La Jolla, USA).  
 
Elección de las dosis utilizadas de cada reactivo en los diferentes ensayos. 
Se evaluaron diferentes dosis de AH y de oAH (500; 300; 200; 100 y 50µg/ml) siendo, para 
ambos compuestos, 300 µg/ml la menor dosis capaz de generar un efecto a nivel de la 
proliferación celular de K562 y Kv562. Las concentraciones utilizadas de 4MU fueron 
seleccionadas por bibliografía y para confirmar las dosis a usar se corroboró la inhibición de la 
síntesis de AH. La concentración seleccionada de VCR fue de 1µM ya que inhibió totalmente la 
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proliferación de las células K562 mientras que no ejerció efecto alguno sobre las células Kv562. 
Se utilizaron diferentes dosis de Imatinib ya que resultaron de interés los diferentes efectos 
observados al combinarlas con los otros reactivos estudiados. Respecto a Ly294002 y UO126, se 
seleccionaron las dosis de 5 y 1µM respectivamente, ya que inhibían la actividad de PI3K y de 
MEK sin alterar la proliferación celular. Un criterio similar se utilizó al seleccionar las 
concentraciones a emplear de los anticuerpos anti-CD44 y anti-RHAMM. En función de lo 
descripto se seleccionaron las dosis a utilizar para cada reactivo (Tabla 1).  
 
Reactivo Dosis Unidad 
AH 300 µg/ml 
oAH 300 µg/ml 
4MU 500 y 100 µM 
VCR 1 µM 
Imatinib 4; 2; 1; 0,5; 0,25 y 0,125 µM 
Ly294002 5 µM 
UO126 1 µM 
AcMo anti-CD44 Km81 (bloqueante) 10 µg/ml 
Ac anti-RHAMM (bloqueante) 2 µg/ml 
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Tratamientos realizados en los diferentes ensayos 
Una vez seleccionadas las dosis se evaluaron los diferentes tratamientos y diversas combinatorias 






 Ac anti-CD44 Km81 
 Ac anti-RHAMM 
 Imatinib  
 VCR 
 AH + Ac anti-CD44 Km81 
 AH + Ac anti-RHAMM 
 AH + Ly294002 
 AH + UO126 
 oAH + Ac anti-CD44 Km81 
 oAH + Ac anti-RHAMM 
 4MU + AH  
 4MU + AH + Ac anti-CD44 Km81 
 4MU + AH + Ac anti-RHAMM 
 Imatinib + AH 
 Imatinib + oAH 
 Imatinib + 4MU  
 Imatinib + 4MU +AH 
 Imatinib + Ly294002 
 VCR + HA 
 VCR + oAH 
 VCR + 4MU 
 VCR + 4MU + AH 
 VCR + Ly294002
 
Proliferación celular.  
Las líneas celulares (2,5 x 10
5
 células/ml) fueron tratadas con los diversos compuestos y 
combinaciones que se describieron en el ítem anterior. Los ensayos se realizaron en placas de 
cultivo de 96 orificios con RPMI 10% SFB durante 48 y 72 horas a 37°C con 5% CO2. Durante 
las últimas 6 horas de incubación las células fueron pulsadas con 1µCi de 
3
H-T. Luego fueron 
cosechadas. El nivel de marca radiactiva incorporada se determinó utilizando un contador beta de 
centelleo líquido (Beckman, MD) y los resultados se calcularon en base al promedio de cuentas 
por minuto (cpm) incorporadas en los cultivos, por triplicado. Cada experimento se repitió al 
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menos tres veces. Las células no tratadas corresponden al 100% de proliferación celular. El 
porcentaje de células viables al inicio de cada experimento fue del 95‐98% determinado por el 
test de exclusión con Azul tripán (Cavaliere et al. 2009). La proliferación y la inhibición de la 
proliferación celular fueron calculadas de la siguiente manera: 
Proliferación celular = (cpm muestra/cpm basal) x 100 – 100 
Inhibición de la proliferación celular = 100 – (cpm muestra/cpm basal) x 100 
 
Análisis de la funcionalidad de la bomba de eflujo (Pgp).  
Las células (5x10
5
/ml) fueron incubadas en RPMI 10% SFB a 37ºC con 5% CO2 sin drogas 
durante las 24 horas previas al análisis. Posteriormente fueron tratadas con AH, oHA, 4MU, 
anticuerpo anti-CD44 Km81, anticuerpo anti-RHAMM, Ly294002, UO126, sus combinaciones ó  
Ciclosporina A (8µM, reconocido inhibidor de la Pgp) por 24 horas. Luego se incubaron durante 
40 minutos con 40 µM de DOX, se realizaron dos lavados con PBS y se analizó la acumulación 
intracitoplasmática de DOX por citometría de flujo. Los 20.000 eventos adquiridos en el 
citómetro de flujo Pas III (Partec, Alemania) se analizaron con el software WinMDI 2.8 (Scripps 
Institute, La Jolla, CA) (Cordo Russo et al. 2008). 
 
Viabilidad celular.  
Se evaluó la viabilidad celular por citometría de flujo utilizando las sondas diacetato de 
fluoresceína (FDA) e ioduro de propidio (IP). El FDA difunde libremente por la membrana 
plasmática. Las esterasas intracelulares clivan los grupos acetatos obteniéndose fluoresceína que 
no es permeable. De este modo las células metabólicamente activas presentan fluorescencia 
verde. El IP solamente puede ingresar a las células cuando la membrana plasmática se encuentra 
dañada. Por lo tanto las células IP positivas son aquellas que están necróticas o en una etapa 
tardía de la apoptosis.  
Las células (5x10
5
/ml) fueron incubadas con AH, oAH, 4MU, Imatinib, VCR, Ly294002 
combinaciones o RPMI 10% SFB durante 48 horas. Posteriormente, se las incubó con FDA 
durante 20 minutos a 37ºC con 5% CO2 y se realizaron dos lavados. Luego se incubó el IP 
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Los 20.000 eventos adquiridos en el citómetro de 
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flujo Pas III (Partec, Alemania) fueron analizados con el software WinMDI 2.8 (Scripps 
Institute, La Jolla, CA) (Cavaliere et al. 2009).  
 
Estudio de la inducción de apoptosis  
Para estudiar la apoptosis se analizaron la asimetría de membrana, el contenido hipodiploide de 
ADN y su fragmentación como se describe a continuación: 
 
 Asimetría de membrana 
Luego de los diferentes tratamientos se evaluó la asimetría de membrana mediante el Kit de 
Annexin-V-PE/7-AAD (BD, USA) por citometría de flujo (Cordo Russo et al. 2008)  
Las células apoptóticas exponen tempranamente en su membrana fosfatidilserina. Esta molécula 
interacciona de modo específico con AnexinaV. El 7-AAD al igual que el IP sólo ingresa en las 
células con la membrana plasmática dañada. Por lo tanto, las células AnexinaV-PE positivas y  
7-AAD negativas se encuentran en una etapa temprana de la apoptosis mientras que las dobles 
positivas en una etapa tardía de dicho proceso. Las células 7AAD positivas pero AnexinaV-PE 





 con AH, oAH, 4MU, Imatinib, VCR, Ly294002, sus 
combinaciones o RPMI 10% SFB durante 48 horas. Posteriormente, se realizó un lavado con 
PBS y el pellet se resuspendió en 100 µl del buffer de unión provisto por el kit. Se colocaron 5µl 
de anexinV-PE y de 7-AAD incubándose durante 15 minutos. Los datos de los 20.000 eventos 
adquiridos para cada muestra mediante el citómetro de flujo Pas III (Partec, Alemania), fueron 
analizados con el software WinMDI 2.8 (Scripps Institute, La Jolla, CA). El porcentaje de 
células positivas se calculó como se describe a continuación: 
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 Contenido de ADN hipodiploide. Análisis del pico Sub G1 
Las células apoptóticas se caracterizan por su contenido hipodiploide de ADN. Éste fue 




 con AH, oAH, 4MU, 
Imatinib, VCR, Ly294002, combinaciones o RPMI 10% SFB durante 48 horas. Luego de 
lavarlas con PBS, se las fijó con 1 ml de 70% etanol durante 30 minutos a 4°C para finalmente 
incubarlas en oscuridad con 0.5 ml de una solución 1 μg/ml de DAPI, 0.2% Tritón X-100 en PBS 
durante 30 minutos a temperatura ambiente. El contenido de ADN celular fue medido utilizando 
un citómetro de flujo PAS III (Partec, Alemania) donde se adquirieron 15.000 eventos. Los datos 
obtenidos fueron analizados utilizando el software WinMDI 2.8 (Scripps Institute, La Jolla, CA) 
considerando los porcentajes de células del pico subG1 (Papademetrio et al 2013). 
 
 Fragmentación del ADN 
Otra característica de las células apoptóticas es la fragmentación de su ADN. Éste puede ser 





 con AH, oAH, 4MU, Imatinib, VCR, Ly294002, combinaciones o 
RPMI 10% SFB durante 48 horas. Luego de lavarlas con PBS, se las fijó con 0.5 ml de 2% PFA  
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Nuevamente fueron lavadas con PBS, para 
finalmente incubarlas en oscuridad con 0.5 ml de una solución 1 μg/ml de DAPI 0.2% Tritón 
X‐100 en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente (Papademetrio et al 2013). Las células 
fueron observadas al microscopio de fluorescencia Olympus BX51 (American Inc.). El 
porcentaje de células con fragmentación del ADN se contó del siguiente modo: 
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Estudio de la inducción de senescencia.  
Para analizar la inducción de senescencia se analizó la actividad de la enzima β-galactosidasa 
asociada a senescencia (SA-β-gal), las fases del ciclo celular y la presencia de los foci de 
heterocromatina asociados a senescencia (SAHF). Los diferentes ensayos se realizaron como se 
describe a continuación: 
 
 Actividad de SA-β-gal 
El marcador más importante del fenotipo senescente es la SA-β-gal. Como consecuencia de la 
inducción de senescencia se genera un incremento en los niveles de la enzima β-gal detectable a 
pH subóptimo. Para evaluar su funcionalidad se utilizó la tinción con 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-beta-D-galactopyranoside (X-gal) y posterior observación microscópica (Debacq-
Chainiaux et al. 2009). Las células fueron tratadas con AH, oAH, 4MU, VCR, Imatinib, 
Ly294002 ó combinaciones por 48 horas. Luego de lavarlas fueron fijadas con 2% de PFA en 
PBS durante 15 minutos y nuevamente fueron lavadas. Luego se incubaron con la solución de 
tinción (1 mg/ml X-gal, 5 mM ferricianuro de potasio, 5 mM ferrocianuro de potasio, 2 mM 
MgCl2, 150mM NaCl, 30 mM de ácido cítrico en buffer fosfato, pH=6) durante 20 horas a 37ºC 
sin CO2 y al abrigo de la luz. Luego las células fueron lavadas dos veces con PBS y observadas al 
microscopio óptico. Se consideró positiva a toda célula con tinción azul. Se contaron 200 células 
para cada condición evaluada y el porcentaje de células SA- β-gal positivas fue calculado de la 
siguiente manera: 
Células SA- β-gal positivas= (Nº de células positivas/Nº total de células) x 100 
 
 Análisis de las fases del ciclo celular 
La senescencia implica el arresto irreversible del ciclo celular. Es por ello que se determinaron 
las diferentes fases del ciclo celular por citometría de flujo luego de la tinción con DAPI. Para 
ello 5 x 10
5
 células por ml fueron tratadas con AH, oAH, 4MU, Imatinib, VCR, Ly294002 ó sus 
combinaciones durante 48 horas. Luego de lavarlas fueron fijadas con 2% de PFA por 15 
minutos a temperatura ambiente y nuevamente fueron lavadas. Finalmente fueron incubadas en 
oscuridad con 0,5 ml de una solución 1 μg/ml de DAPI 0.2% Tritón X‐100 en PBS durante 30 
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minutos a temperatura ambiente. Se adquirieron 10.000 eventos para cada condición mediante el 
citómetro de flujo Pas III (Partec, Alemania) y fueron analizados con los software WinMDI 2.8 
(Scripps Institute, La Jolla, CA) y Cylchred 1.0.2 (Cardiff University, UK) (Cavaliere et al. 
2009).  
 
 Evaluación de los SAHF 
Una característica del fenotipo senescente es la presencia de SAHF. Es por ello que se estudió la 
morfología nuclear luego de tinción con DAPI por microscopía de fluorescencia. El 
procedimiento realizado fue similar al descripto para el análisis de las fases del ciclo celular. 
Luego de la tinción con DAPI se observó la presencia de células con los característicos SAHF 
mediante el microscopio de fluorescencia Olympus BX51 (American Inc.)  (Debacq-Chainiaux 
et al. 2009). En la Figura 26 puede observarse la distinción entre la morfología nuclear luego de 
la tinción con DAPI de una célula normal (flecha amarilla), una apoptótica (flecha naranja) y una 
senescente (flecha blanca). Los núcleos apoptóticos presentan menor tamaño que el de las células 
normales con el patrón de tinción característico consecuencia de la condensación y 
fragmentación del ADN. En cambio, los núcleos senescentes presentan un mayor tamaño que los 








Figura 26. Diferencias en la morfología nuclear entre células normales (flecha amarilla), 
apoptóticas (flecha naranja) y senescentes (flecha blanca) luego de la tinción con DAPI. 
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Preparación de extractos proteicos totales.  
Las líneas celulares (3.5 x 10
6
/5ml) se incubaron con AH, oAH, 4MU, anticuerpo anti-CD44 
Km81, anticuerpo anti-RHAMM, Ly294002, UO126, VCR, Imatinib ó sus combinatorias, a 
37ºC en atmósfera de CO2. Luego de 24 horas las células fueron lavadas con PBS frío e 
incubadas con buffer lisis (Tris pH=8 0.02M, NaCl 0.15M, NaF 0.1M, PMSF 1mM, Glicerol 
10%, una mezcla de inhibidores de proteasas P8340 (SIGMA, St Louis, MO) y NP‐40 1%) 
durante 30 minutos a 4ºC. Pasada esta incubación, las muestras se centrifugaron a 12.000 rpm 
durante 30 minutos a 4ºC y el sobrenadante resultante correspondió al extracto proteico total. 
Finalmente se cuantificó el contenido de proteínas por el método de Bradford, se alicuotaron los 
extractos y se los mantuvo a –70°C hasta su utilización (Cordo Russo et al. 2008). 
 
Western Blot (WB).  
A partir de los extractos preparados, igual contenido proteico de cada uno de ellos fue sometido a 
una separación electroforética en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes 
(SDS‐PAGE). La corrida electroforética se realizó a 100 V‐ 60 mA durante 20 minutos hasta 
lograr el apilamiento total, y luego se corrieron por 1 hora más a 180 V. Las proteínas separadas 
electroforéticamente fueron trasferidas a una membrana de PVDF (GE Healthcare, Argentina) a 
150 mA durante 1 hora. Luego, la membrana fue bloqueada con una solución de PBS con 3% de 
leche descremada y 2% de glicina durante toda la noche a 4ºC. Al día siguiente, se realizaron dos 
lavados de 5 minutos con 0,05% Tween20 en PBS y se incubó durante toda la noche con 
agitación a 4ºC con el anticuerpo primario correspondiente: anti-CD44 clon Km81, anti-
RHAMM, anti-pAkt, anti-Akt, anti-pERK, anti-ERK, anti-ABL (K12) o anti-β-Actina. Luego de 
la incubación se realizó un lavado de 10 minutos y tres de 5 minutos con 0,05% Tween20 en 
PBS para seguidamente incubar la membrana con un conjugado policlonal anti-conejo marcado 
con peroxidasa o bien anti-cabra marcado con peroxidasa durante 2 horas a 37ºC. Después de los 
lavados correspondientes se realizó la inmunodetección por quimioluminiscencia utilizando un 
kit comercial (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) y placas radiográficas ultrasensibles 
(Amersham, GE). Las bandas obtenidas fueron fotografiadas y el análisis densitométrico de las 
mismas se realizó utilizando el software Image Scion (Scion Corporation, Frederick, USA) 
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(Cordo Russo et al. 2008). El índice de fosforilación de Akt y de ERK se calculó como se 
describe a continuación: 
Índice pAkt = [(pAkt/β-actina)/(Akt/β-actina)]tratamiento / [(pAkt/β-actina)/(Akt/β-actina)]basal 
Índice pERK= [(pERK/β-actina)/(ERK/β-actina)]tratamiento / [(pERK/β-actina)/(ERK/β-actina)]basal 
 
Análisis estadístico.  
Todos los resultados fueron analizados mediante ANOVA de un factor y test de Bonferroni 
utilizando el software Prism (Graph Pad, San Diego, CA, USA). Valores de p<0.05 fueron 






















Caracterización de las líneas celulares 
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Resultados 
 
I.A  Secreción de AH 
En principio se evaluó si las células sintetizaban AH. Por lo tanto, se determinó la concentración 
de AH en los sobrenadantes de cultivo de las líneas celulares K562 y Kv562 en presencia y 
ausencia de 4MU luego de 72 horas.  
Se observó que ambas células secretaban AH al medio de cultivo. Para K562 la concentración 
hallada fue de 480±52 ng/ml mientras que para Kv562 fue de 448±51 ng/ml. El tratamiento con 
4MU 500 µM y 100 µM inhibió 82% y 72% la secreción de AH en K562 mientras que en Kv562 
la reducción fue del 84% y 71% respectivamente. No se observaron diferencias significativas 
entre los valores de AH obtenidos para el medio de cultivo con 10% de SFB y para el 
sobrenadante de las células luego de los tratamientos con 4MU, sugiriendo que ambas dosis de 













Figura 27. Secreción de AH (ng/ml) evaluada en sobrenadantes de cultivo luego de 72 horas de 
incubación mediante ELISA-like de competencia. Las barras representan la media ± DS de 5 
experimentos independientes. **p<0,01 y *p<0,05. 
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Posteriormente se evaluó si la enzima BCR-ABL estaba implicada en la síntesis de AH. Es por 
ello que se inhibió la actividad de dicha proteína con Imatinib y se determinó la concentración de 
AH en el sobrenadante de cultivo. Considerando que Imatinib es la droga de primera línea para 
la LMC y que está descripto que Imatinib induce apoptosis y senescencia a 48 horas (Drullion et 
al 2012) se decidió referir los niveles de AH a la concentración celular en el final del ensayo. 
Además, teniendo en cuenta que el Imatinib puede ser extruido mediante Pgp y que las células 
Kv562 presentan dicha bomba de eflujo empleamos diferentes dosis entre ambas líneas celulares. 
Como puede observarse en la Figura 28, las diferentes concentraciones de Imatinib ensayadas 
redujeron significativamente los niveles de AH del sobrenadante de cultivo de ambas líneas 
celulares. Sin embargo, la reducción en los niveles del GAG fue parcial ya que al comparar los 
resultados obtenidos para Imatinib con los de 4MU, puede apreciarse que, este último, presenta 










Figura 28. Concentración de AH (ng/10
6
 células) en sobrenadantes de cultivo luego de 72 horas 
de incubación con los diferentes tratamientos evaluada mediante ELISA-like de competencia. 







C a r a c t e r i z a c i ó n  d e  l a s  l í n e a s  c e l u l a r e s | 48 
I.B Expresión de los receptores CD44 y RHAMM 
 
Posteriormente, se evaluó la expresión de los receptores CD44 y RHAMM mediante 
inmunofluorescencia indirecta (IFI), citometría de flujo (CF) e inmunoblotting (WB).  
En la IFI puede observarse que ambas líneas celulares expresan CD44 y RHAMM. CD44 
muestra un patrón uniforme en la membrana de las células que lo expresan. Dado que RHAMM  
es una proteína itinerante su tinción se realizó luego de permeabilizar a las células, por lo tanto se 
observa la expresión total de RHAMM (Figura 29 panel I).  
Luego, se evaluaron ambos receptores por CF. Nuevamente se observa que ambos receptores se 
expresan en la membrana tanto de las células K562 como de Kv562 (Figura 29 panel II).  
Finalmente, corroboramos dichos resultados por WB donde se puede observar que ambas líneas 




















Figura 29. Expresión de CD44 y RHAMM. (I) Evaluación mediante IFI de la expresión de los 
receptores de AH. Se tiñeron los núcleos con DAPI y los receptores con PE. (II) Análisis de la 
CF para CD44 y RHAMM. Las barras representan la media ± DS de tres experimentos 
independientes. (III) Experimento representativo del análisis de CD44 y RHAMM por WB. 
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I.C Interacción de AH con sus receptores 
Dado que ambas líneas celulares sintetizaban AH y expresaban tanto CD44 como RHAMM, 
resultó de interés evaluar si el AH era capaz de interaccionar con los receptores expresados en las 
células K562 y Kv562. Para ello, se evaluó la capacidad de unión de AH conjugado a Alexa-647 
de ambas líneas celulares por citometría de flujo.  
Como puede observarse en la Figura 30  el  82±3 % de las células K562 pudo unir AH-Alexa-
647. Dicha interacción fue desplazada parcialmente por AH sin marcar, oAH, anti-CD44 Km81 
y anti-RHAMM. Resultados similares fueron obtenidos para la línea celular resistente. El 80±1 
% de las células Kv562 unió AH-Alexa-647 mientras que el AH, los oAH, el anticuerpo anti-










Figura 30. Estudio de la interacción del AH con los receptores expresados en ambas líneas 
celulares. Las barras representan la media ± DS de tres experimentos independientes siendo 
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I.D Evaluación de BCR-ABL 
La LMC se caracteriza por la presencia del cromosoma Ph que da lugar a la kinasa 
constitutivamente activada p210 BCR-ABL. Dado que en los ítems anteriores se observó que 
dicha proteína estaría involucrada en el metabolismo del AH, resultó de interés evaluar los 
niveles de dicha proteína en condiciones basales y luego de los tratamientos con AH, oAH y 
4MU en ambas líneas celulares. Con dicho fin se realizaron extractos proteicos y se analizó la 
BCR-ABL por WB. Tanto para el AH como para los oAH la concentración utilizada fue de 
300µg/ml y para la 4MU fue de 500µM. También se empleo Imatinib por ser un inhibidor de la 
BCR-ABL y la dosis empleada fue de 0.5µM para las células K562 y de 2µM para Kv562. 
El AH, los oAH y la 4MU no modularon significativamente la expresión de BCR-ABL respecto 
al basal. Sin embargo, Imatinib redujo los niveles de dicha proteína en un 70±15% en las células 


















Figura 31. Modulación de BCR-ABL. Sus niveles se evaluaron mediante WB y posteriormente 
se realizó el análisis densitométrico de las bandas. El índice de dicha proteína se calculó como se 
indica a continuación: 
Índice BCR-ABL= (BCR-ABL/β-Actina) Tratamiento / (BCR-ABL/β-Actina) Basal 
Las barras representan la media ± DS de tres experimentos independientes siendo **p<0,01. 
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Conclusiones parciales 
 
Se logró caracterizar a las células K562 y Kv562 en lo que respecta a la producción de AH, la 
expresión de CD44 y RHAMM, la interacción del AH con sus receptores y la modulación de los 
niveles de BCR-ABL. 
Se demostró que ambas líneas sintetizan AH. El tratamiento con 4MU inhibió totalmente la 
síntesis de AH mientras que Imatinib redujo los niveles del GAG de modo parcial. 
Asimismo se observó, mediante diferentes técnicas, que tanto las células K562 como las Kv562 
expresan los receptores CD44 y RHAMM. 
Se evaluó la interacción de AH con sus receptores observándose que los receptores presentes en 
las células son capaces de unir AH y dicha unión es desplazable con oAH. 
Finalmente, se analizaron los niveles de BCR-ABL observándose que Imatinib reguló 
negativamente sus niveles mientras que AH, oAH y 4MU no los modularon de modo 
significativo.  










Esquema I. Caracterización de las células K562 y Kv562. Puede observarse que ambas líneas 
celulares sintetizan AH siendo 4MU e Imatinib capaces de inhibir dicha síntesis. El primero la 
inhibe totalmente mientras que el segundo parcialmente. Además Imatinib es capaz de reducir 
los niveles de BCR-ABL. También puede apreciarse que los oAH desplazarían el AH que 








Efecto del ácido hialurónico y de sus 
oligosacáridos 
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Resultados 
 
II.A  Proliferación celular. Receptores y vías de señalización implicadas. 
 
II.A1 Efecto del AH y los oAH sobre la proliferación celular 
Considerando que el AH favorece la proliferación celular de diferentes tumores sólidos mientras 
que los oAH la inhiben (Toole 2009) se decidió evaluar sus efectos sobre la proliferación de las 
células K562 y Kv562. Para ello se analizó la incorporación de 
3
H-T luego de los diferentes 
tratamientos. En principio, se evaluaron diferentes dosis de los dos compuestos y se seleccionó 
300µg/ml tanto para AH como para oAH debido a que fue la mínima concentración capaz de 
modular la proliferación celular. 
Se observó que el AH incrementó tanto la proliferación de las células K562 en un 18±3 y 19±3% 
como de Kv562 en un 29±8 y 33±8% a 48 y 72 horas, respectivamente. Los oAH sólo inhibieron 
la proliferación de K562 en un 17±3%  luego de 72 horas sin ejercer efecto sobre las células 










Figura 32. Modulación de la proliferación celular. Las células K562 y Kv562 fueron tratadas con 
AH, oAH o RPMI 10% SFB. Se determinó la proliferación celular mediante la incorporación de 
3
H-T luego de 48 y 72h. La proliferación se calculó de la siguiente manera: 
 “% proliferación celular = [(cpmtratamiento x 100 / cpmbasal) -100]” 
Las barras representan la media ± DS de 5 experimentos independientes siendo **p<0,01. 
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 II.A2 Implicancia de los receptores CD44 y RHAMM en la proliferación celular 
Dado que el AH y los oAH fueron capaces de modular la proliferación celular, resultó de interés 
evaluar los receptores implicados. Para ello, se bloquearon CD44 y RHAMM  mediante el uso de 
anticuerpos bloqueantes específicos y se evaluaron los tratamientos con AH y oAH.  
Al bloquear CD44 con el anticuerpo anti-CD44 Km81, el AH no estimuló la proliferación de las 
células K562, no obstante, dicho anticuerpo no evitó el efecto del AH en las células resistentes. 
Por el contrario, el bloqueo de RHAMM revirtió la proliferación inducida por AH en las células 
Kv562 pero no en las células K562.  
Además, el efecto anti-proliferativo de los oAH en las células K562 luego de 72 horas de 
tratamiento fue revertido al bloquear el receptor CD44.  
Los anticuerpos anti-CD44 (10µg/ml) y anti-RHAMM (5µg/ml) solos no ejercieron efecto 
alguno sobre la proliferación de ambas líneas celulares (Figura 33).  
Dichos resultados sugieren que en las células K562 el AH y los oAH ejercerían su efecto a través 
de CD44 mientras que en las células Kv562 el AH modularía la proliferación celular vía 
RHAMM. 
Figura 33. Receptores implicados en la modulación de la proliferación celular mediada por AH y 
oAH. Las células K562 y Kv562 fueron tratadas con AH, oAH, Ac anti-CD44 Km81, Ac anti-
RHAMM o sus combinatorias. Se determinó la incorporación de 
3
H-T. La proliferación celular 
se calculó según la fórmula: 
 “% proliferación celular = [(cpmtratamiento x 100 / cpmbasal) -100]” 
Las barras representan la media ± DS de 5 experimentos independientes siendo **p<0,01. 
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II.A3 Implicancia de PI3K y MEK en la proliferación celular 
Como citamos previamente, en diversos tumores sólidos la interacción AH-CD44 y AH-
RHAMM activa las vías de señalización de PI3K/Akt y MEK/ERK (Toole 2009). Es por ello que 
se decidió evaluar si dichas vías estaban implicadas en la proliferación inducida por el AH, para 
lo cual utilizamos Ly294002 (inhibidor de PI3K, 5µM) y UO126 (inhibidor de MEK, 1µM).  
En la línea celular K562 el efecto del AH fue revertido por ambos inhibidores mientras que en la 
línea Kv562 solamente Ly294002 inhibió la proliferación inducida por el AH.  
El tratamiento con los inhibidores no moduló la proliferación celular de K562 ni de Kv562 
(Figura 34).  
A partir de los resultados se puede inferir que en la línea celular K562 el AH ejercería su efecto 











Figura 34. Vías de señalización implicadas en la proliferación celular inducida por el AH. Las 
células K562 y Kv562 fueron tratadas con AH, Ly294002, UO126 o sus combinatorias. Se 
determinó la incorporación de 
3
H-T luego de 48 horas. La proliferación se calculó de la siguiente 
manera: 
 “% proliferación celular = [(cpmtratamiento x 100 / cpmbasal) -100]” 
Las barras representan la media ± DS de 5 experimentos independientes siendo **p<0,01. 
 
E f e c t o  d e l  A H  y  l o s  o A H  | 56 
II.B Vías de señalización moduladas por AH y oAH. 
II.B1  Modulación de pAkt y pERK por AH y oAH  
Para confirmar los resultados obtenidos mediante incorporación de 
3
H-T se decidió evaluar la 
fosforilación de Akt y ERK debido a que los niveles de pAkt y pERK dependen de la activación 
de PI3K y MEK, respectivamente. Para ello, luego de 24 horas de tratamiento con AH u oAH, se 
realizaron extractos proteicos totales y se analizaron por inmunoblotting.  
Como puede observarse en la Figura 35, el AH incrementó la relación pAkt/Akt en ambas líneas 
celulares mientras que aumentó el índice pERK/ERK sólo en las células sensibles. Por el 
contrario, los oAH disminuyeron la fosforilación de Akt tanto en las células K562 como en las 
Kv562 mientras que redujeron la relación pERK/ERK sólo en las primeras. 
Figura 35. Modulación de pAkt y pERK mediada por AH y oAH. Las células K562 y Kv562 
fueron tratadas con AH u oAH por 24h y se prepararon extractos proteicos totales. Se determinó 
por inmunoblotting la fosforilación de Akt calculándola de la siguiente manera: 
 “pAkt/Akt = [(pAkt/β-actina)/(Akt/β-actina)]tratamiento / [(pAkt/β-actina)/(Akt/β-actina)]basal”. 
De modo similar se calculó el índice pERK/ERK. Las barras representan la media ± DS de 5 
experimentos independientes siendo **p<0,01 y *p<0,05. 
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II.B2  Receptores involucrados en la modulación de pAkt y pERK mediada por AH y oAH. 
Dado que el AH y los oAH modularon la fosforilación de Akt y ERK, resultó interesante evaluar 
los receptores implicados en dicho efecto. Para ello, se bloquearon CD44 y RHAMM mediante 
anticuerpos específicos.  
En la Figura 36 puede observarse que en las células K562 el co-tratamiento con AH y anti-CD44 
Km81 revirtió el efecto del AH sobre las relaciones pAkt/Akt y pERK/ERK; mientras que el co-
tratamiento con oAH y anti-CD44 Km81 previno el efecto de los oAH sobre la fosforilación de 
Akt y ERK. Sin embargo, en la línea celular Kv562 el bloqueo de CD44 no modificó los efectos 
del AH ni de los oAH. En dichas células, fue el bloqueo de RHAMM quien revirtió los efectos 
del AH y los oAH sobre la fosforilación de Akt (Figura 37). Además, el tratamiento con los 
anticuerpos no alteró los índices pAkt/Akt y pERK/ERK.  
Los resultados descriptos sugieren que en las células K562 el AH y los oAH modularían la 
fosforilación de Akt y ERK mediante su interacción con CD44; mientras que en las células 


















































Figura 36. Receptores implicados en la modulación de pAkt y pERK mediada por AH y oAH. 
Las células K562 y Kv562 fueron tratadas con AH, oAH, Ac anti-CD44 Km81 o combinatorias 
por 24 horas y se prepararon extractos proteicos totales. Se determinó por inmunoblotting la 
fosforilación de Akt calculándola de la siguiente manera: 
 “pAkt/Akt = [(pAkt/β-actina)/(Akt/β-actina)]tratamiento / [(pAkt/β-actina)/(Akt/β-actina)]basal”. 
De modo similar se calculó el índice pERK/ERK. Las barras representan la media ±DS de 5 
experimentos independientes siendo *p<0,05 y ns no significativo. 
















Figura 37. Implicancia de RHAMM en la modulación de pAkt mediada por AH y oAH. Las 
células Kv562 fueron tratadas con AH, oAH, Ac anti-RHAMM o combinatorias por 24 horas y 
se prepararon extractos proteicos totales. Se determinó por inmunoblotting la fosforilación de 
Akt calculándola de la siguiente manera: 
 “pAkt/Akt = [(pAkt/β-actina)/(Akt/β-actina)]tratamiento / [(pAkt/β-actina)/(Akt/β-actina)]basal”. 
Las barras representan la media ± DS de 5 experimentos independientes siendo ***p<0.001, 
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II.B3  Proteínas implicadas en la fosforilación de Akt y ERK inducida por AH. 
 
Posteriormente se decidió evaluar si el AH podía modular la fosforilación de Akt y ERK cuando 
PI3K y MEK se encontraban inhibidas. De este modo se podría confirmar si el AH activaba a 
PI3K y MEK, siendo éstas las responsables de las modificaciones observadas para pAkt y pERK. 
En la Figura 38 puede observarse que en ambas líneas celulares Ly294002 redujo la fosforilación 
de Akt; mientras que UO126 disminuyó la relación pERK/ERK. Además, en las células K562 el 
tratamiento con UO126 inhibió la fosforilación de Akt, lo cual sugiere un cross-talk entre las 
vías de señalización.  
En ambas líneas celulares al inhibir PI3K con Ly294002, el AH no pudo estimular la 
fosforilación de Akt, pero sí incrementó la relación pERK/ERK en las células sensibles. Además, 
en dichas células, la inhibición de MEK con UO126 no sólo revirtió el efecto del AH sobre 
pERK, sino que también previno la fosforilación de Akt confirmando el cross-talk entre las vías.  
De los resultados expuestos se puede inferir que en ambas líneas celulares el AH activa a PI3K 
quien fosforila a Akt. Además en las células K562 el AH activa a MEK quien fosforila a ERK y 





































Figura 38. Proteínas involucradas en la fosforilación de Akt y ERK inducida por AH. Las células 
K562 y Kv562 fueron tratadas con AH, Ly294002, UO126 o combinaciones por 24 horas y se 
prepararon extractos proteicos totales que se evaluaron por inmunoblotting. Los índices 
pAkt/Akt y pERK/ERK se calcularon como citamos previamente. Las barras representan la 
media ± DS de 5 experimentos independientes siendo **p<0,01 y *p<0,05. 
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II.C Mecanismos de supresión tumoral regulados por AH y oAH 
II.C1  Muerte celular 
En nuestro laboratorio se demostró que los oAH son capaces de inducir apoptosis en células de 
linfoma T murino (Cordo Russo et al 2008). Además, el tratamiento con oAH durante 72 horas 
disminuyó la proliferación de las células K562. Es por ello que se decidió evaluar la viabilidad 
celular y la asimetría de membrana luego del tratamiento con oAH. Si bien el AH incrementó la 
proliferación de ambas líneas celulares se analizó también su efecto. 
En la Figura 39 puede observarse que ni el AH ni los oAH ejercieron un efecto citotóxico sobre 
ninguna de las dos líneas en estudio. Dichos resultados sugieren un efecto citostático de los oAH  
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II.C2  Senescencia 
Dado que el AH y los oAH no modularon la muerte celular y que los oAH fueron capaces de 
inhibir la proliferación celular, se decidió estudiar la inducción de senescencia. Para ello, se 
evaluó el porcentaje de células SA-β-gal, la presencia de SAHF y las fases del ciclo celular.  
Tanto el tratamiento con AH como con oAH no modificaron el número de la células SA-β-gal 
positivas (Figura 40, panel I), no alteraron la distribución celular en las fases del ciclo (Figura 
40, panel II) ni indujeron la presencia de SAHF (Figura 40, panel III) en ninguna de las dos 














Figura 40. Evaluación de la inducción de Senescencia. Las células fueron tratadas con AH, oAH 
o RPMI 10% SFB. Se evaluó la actividad de la SA-β-gal (panel I), el ciclo celular (panel II) y los 
SAHF (panel III). (I) La actividad enzimática fue evaluada mediante tinción con X-gal. Se 
contaron 200 células para cada condición. Las barras representan la media ± DS de 4 
experimentos independientes. (II) Análisis del ciclo celular luego de la tinción con DAPI 
mediante CF. Las barras representan la distribución media de las diferentes etapas del ciclo. (III) 
Evaluación de SAHF. Se analizó la morfología nuclear por microscopía de fluorescencia luego 
de la tinción con DAPI. La figura muestra fotos representativas en condiciones basales y luego 
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II.D Funcionalidad de Pgp  
Como citamos en la introducción, diversos autores e incluso trabajos de nuestro laboratorio han 
reportado que los oAH son capaces de inhibir la Pgp mediante su interacción con CD44 
(Bourguignon 2008; Cordo Russo et al 2008). Es por ello que se decidió estudiar el efecto de los 
oAH sobre la actividad de la Pgp en las células Kv562. Con dicho objetivo, se evaluó la 
acumulación de Doxorrubicina (DOX) mediante citometría de flujo, utilizando como control 
biológico la línea celular K562, ya que no posee Pgp, y además, se trató a las células Kv562 con 
CsA (8µM) por ser un reconocido inhibidor de la Pgp.  
Como puede observarse en la Figura 41, los oAH incrementaron la acumulación 
intracitoplasmática de DOX. Sin embargo, al bloquear el receptor CD44 los oAH no pudieron 
ejercer su efecto. El anticuerpo bloqueante Km81 solo no afectó la acumulación de DOX.  
Dichos resultados sugieren que los oAH al interaccionar con CD44 inhibirían la funcionalidad de 
la Pgp.  
Dado que trabajos previos del laboratorio indican que los oAH impiden la extrusión de drogas 
por la Pgp mediante la inhibición de la vía de PI3K/Akt en células de linfoma T murino (García 
et al 2009), se evaluó el efecto de Ly294002 sobre la actividad de la Pgp. Sin embargo, como 









Figura 41. Inhibición de la Pgp inducida por oAH. Las células Kv562 fueron tratadas con CsA, 
oAH, Ac anti-CD44 Km81, Ly294002 o combinatorias. Se determinó la acumulación 
intracitoplasmática de DOX mediante citometría de flujo. Las barras representan la media ± DS 
de 5 experimentos independientes siendo ***p< 0,001. 
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Conclusiones parciales 
 
En este capítulo se evaluó la capacidad del AH y de sus oAH de modular diferentes procesos 
biológicos como lo son la proliferación celular, la transducción de señales, los mecanismos de 
supresión tumoral y la funcionalidad de bombas de eflujo como Pgp. 
En principio, se observó que el AH incrementó la proliferación de ambas líneas celulares. El 
mecanismo desencadenado por el AH estaría mediado por CD44 y la activación de PI3K y MEK 
en las células sensibles mientras que dependería de RHAMM y PI3K en las células resistentes. 
Dado que RHAMM no posee dominio transmembrana, su interacción con AH tendría que 
favorecer el acoplamiento de RHAMM a un receptor transmembrana, como CD44 o receptores 
de tipo tirosin-kinasa, capaces de activar a PI3K en las células Kv562.  
Además, los oAH inhibieron la proliferación de las células K562 mediante un mecanismo CD44 
dependiente. 
En lo que respecta a la transducción de señales, se demostró que el AH incrementa la 
fosforilación de Akt en ambas líneas celulares y de ERK sólo en las células sensibles. En las 
células K562, la fosforilación de Akt estaría mediada por la interacción de AH con CD44 y la 
consecuente activación de PI3K y MEK; mientras que el aumento de pERK dependería de la 
unión del polímero a CD44 y la activación de MEK. En las células Kv562, el AH incrementó 
únicamente los niveles de pAkt mediante su interacción con RHAMM y la activación de PI3K. 
Para los oAH se observó un patrón similar de resultados pero de efecto opuesto al AH. En las 
células sensibles, los oAH inhibieron la fosforilación de Akt y de ERK a través de CD44; 
mientras que en las células resistentes redujeron los niveles de pAkt mediante RHAMM. 
Al estudiar los mecanismos de supresión tumoral, se demostró que tanto el AH como los oAH 
fueron incapaces de modular la inducción de apoptosis y de senescencia en ambas líneas 
celulares. 
Finalmente, se evaluó la funcionalidad de la bomba de eflujo presente en las células Kv562 
observándose que los oAH inhibieron la Pgp luego de su interacción con CD44. Además, se 
corroboró que la vía de PI3K no se encuentra involucrada en la activación de la bomba de eflujo. 













Esquema II. Modelo propuesto del mecanismo de acción del AH y de los oAH. En las células 
K562, el AH al interaccionar con CD44 los entrecruzaría favoreciendo la activación de MEK 
quien a su vez fosforilaría a ERK. La activación de esta vía de señalización y de PI3K 
incrementaría los niveles de pAkt. De este modo, el AH favorecería la proliferación celular. Sin 
embargo, los oAH al interaccionar con CD44 reducirían los niveles de pAkt y pERK 
disminuyendo la proliferación de las células K562. Por otro lado, en las células Kv562 el AH al 
interaccionar con RHAMM favorecería que este último se acople a un receptor transmembrana 
capaz de activar a PI3K, quien fosforilaría a Akt incrementando la proliferación celular. Además, 
en las células resistentes los oAH reducirían los niveles de pAkt mediante su interacción con 
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Resultados 
 
III.A  Efecto de la inhibición de la síntesis del AH sobre la proliferación celular. 
Receptores implicados. 
 
Dado que el AH incrementó la proliferación celular y que ambas líneas celulares secretan y unen 
AH, nos preguntamos si el AH sintetizado por las células estaba actuando como un mediador 
autócrino o parácrino. Es por ello que se evaluó el efecto de la inhibición de la síntesis de AH 
sobre la proliferación celular utilizando 4MU.  
Las dosis de 4MU ensayadas (500  y 100 µM) fueron capaces de inhibir la proliferación de 
ambas líneas celulares. Al co-incubar 4MU con AH se observó una menor inhibición de la 
proliferación respecto de 4MU. Particularmente, para el co-tratamiento de 100 µM 4MU con AH 
(tanto 300 µg/ml como 300 ng/ml) puede observarse que se recuperaron los niveles de 
proliferación basal. Sin embargo, para 500 µM 4MU el agregado de AH no restableció el valor 
basal, aunque la inhibición observada fue de menor magnitud que para 4MU 500 µM (Figura 
42).  
Dichos resultados sugieren que el AH sintetizado por las células favorecería su proliferación. 
Además, 4MU parecería ejercer un efecto anti-proliferativo per se en la dosis más alta estudiada.  
Asimismo, resultó de interés evaluar los receptores involucrados en la inducción de la 
proliferación celular mediada por AH. En las células K562 al bloquear CD44 con el anticuerpo 
Km81 se restableció la inhibición de la proliferación inducida por 4MU a pesar de la presencia 
del AH. Sin embargo, en las células Kv562 dicho efecto se observó al bloquear RHAMM pero 
no al bloquear CD44 (Figura 42).  
A partir de estos resultados podemos inferir que el AH sintetizado por las células dispararía 
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Figura 42. Modulación de la proliferación celular por 4MU. Las células fueron tratadas con 
4MU, AH, Ac anti-CD44 Km81, Ac anti-RHAMM y combinaciones por 48 horas. La inhibición 
de la proliferación se determinó mediante la incorporación de 
3
H-T según la fórmula: 
 “% inhibición de la proliferación celular = [100-(cpmtratamiento x 100 / cpmbasal)]” 
Las barras representan la media ±DS de 5 experimentos independientes siendo ***p< 0,001, 
**p<0,01 y *p<0,05. 
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III.B Modulación de Akt y ERK como consecuencia de la inhibición de la síntesis 
de AH 
 
Dado que el tratamiento con AH moduló la vía de señalización de PI3K/Akt en ambas líneas 
celulares y activó la vía de MEK/ERK en las células K562, se decidió evaluar el efecto de 4MU 
sobre la fosforilación de Akt y ERK.  
Como puede observarse en la Figura 43, tanto 500µM como 100µM de 4MU disminuyeron la 
relación pAkt/Akt en ambas líneas celulares; mientras que redujeron la relación pERK/ERK 
solamente en las células K562.  
Al co-incubar 4MU con AH se perdieron los efectos inducidos por 4MU. En las células 
sensibles, la relación pAkt/Akt se restableció de modo parcial y total luego del co-tratamiento  de 
500 µM 4MU con AH y  de 100 µM 4MU con AH, respectivamente. Además, en dichas células 
al co-incubar AH con ambas dosis de 4MU la relación pERK/ERK superó los niveles basales. En 
las células resistentes, el co-tratamiento de AH con las dos concentraciones de 4MU evaluadas, 
también presentó una relación pAkt/Akt incrementada respecto del basal.  
Los resultados obtenidos sugieren que el AH sintetizado por las células favorecería la 
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Figura 43. Modulación de la fosforilación de Akt y ERK inducida por 4MU. Las células K562 y 
Kv562 fueron tratadas con 4MU o 4MU + AH por 24h y se prepararon extractos proteicos 
totales. Se determinó por inmunoblotting la fosforilación de Akt calculando el índice pAkt/Akt 
de la siguiente manera: 
 “pAkt/Akt = [(pAkt/β-actina)/(Akt/β-actina)]tratamiento / [(pAkt/β-actina)/(Akt/β-actina)]basal”. 
De modo similar se calculó el índice pERK/ERK. Las barras representan la media ± DS de 5 
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III.C Mecanismos de supresión tumoral regulados por la inhibición de la síntesis 
de AH 
III.C1  Muerte celular 
Dado que 4MU inhibió significativamente la proliferación de ambas líneas celulares y que 
diversos autores han informado que 4MU induce apoptosis (Arai et al 2011; Lokeshwar et al 
2010; Urakawa et al 2012), resultó de interés evaluar la viabilidad celular luego de dicho 
tratamiento. Como puede observarse en la Figura 44, 500µM de 4MU no modificó la muerte 














Figura 44. Evaluación de la viabilidad celular frente a los tratamientos con 4MU. Las células 
fueron tratadas con 4MU o 4MU + AH. La viabilidad celular se evaluó mediante citometría de 
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III.C2  Senescencia 
Ante la ausencia de muerte celular frente al tratamiento con 4MU, se decidió estudiar la 
inducción de senescencia. Para ello, se evaluó el porcentaje de células SA-β-gal positivas, la 
presencia de SAHF y las fases del ciclo celular.  
La Figura 45 muestra que en ambas líneas celulares 4MU incrementó significativamente el 
porcentaje de células SA-β-gal positivas. Nuevamente, el co-tratamiento con AH anuló 
totalmente el efecto de 100µM 4MU  pero parcialmente la acción de 500 µM 4MU.  
 
Figura 45. Evaluación de SA-β-gal. Las células fueron tratadas con 4MU o 4MU + AH, por 48h. 
La actividad enzimática fue evaluada mediante tinción con X-gal y posterior análisis por 
microscopía óptica. Se contaron 200 células para cada condición. Las barras representan la 
media ± DS de 3 experimentos independientes siendo ***p< 0,001, **p<0,01 y *p<0,05. 
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Asimismo, se evaluó la presencia de foci de heterocromatina asociada a senescencia. Se observó 
que el tratamiento con 4MU indujo la presencia de núcleos con SAHF en ambas líneas celulares; 
mientras que el agregado de AH de modo exógeno restableció las condiciones basales (Figura 
46). 
 
Figura 46. Evaluación de SAHF. Se analizó la morfología nuclear por microscopía de 
fluorescencia luego de la tinción con DAPI. La figura muestra fotos representativas de los 
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Para confirmar la inducción de senescencia mediada por 4MU, se estudió la distribución celular 
en las diferentes fases del ciclo. Se observó que 4MU arrestó el ciclo celular en G2/M tanto en 
las células K562 como en Kv562; mientras que el co-tratamiento de 4MU con AH presentó una 









Figura 47. Análisis del ciclo celular. Las células fueron tratadas con 4MU o 4MU + AH por 48h. 
Luego fueron teñidas con DAPI y evaluadas por citometría de flujo. En el gráfico superior puede 
observarse el análisis de un experimento representativo mientras que en el gráfico inferior las 
barras representan la media ± DS de la fase G2M de 3 experimentos independientes siendo 
***p< 0,001 y *p<0,05. 
 
Los resultados descriptos demuestran que 4MU induce senescencia mientras que su co-
incubación con AH lo impide. Por lo tanto, se sugiere que el AH sintetizado por las células 
estaría activando señales involucradas en la evasión de la senescencia. 
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III.D Funcionalidad de Pgp  
Como citamos previamente, estudios en cáncer de mama y de ovario han demostrado que AH 
luego de su interacción con CD44 es capaz de activar a la Pgp favoreciendo así la MDR 
(Bourguignon et al 2008). Dado que las células Kv562 presentan Pgp, nos preguntamos si el AH 
sintetizado por dichas células estaría activándola. Por ello se evaluó la acumulación 
intracitoplasmática de Doxorrubicina (DOX) mediante citometría de flujo. 
Se observó que ambas concentraciones de 4MU redujeron el eflujo de DOX incrementando así la 
acumulación intracitoplasmática de la droga. El agregado de AH evitó el efecto de 4MU sobre la 
Pgp restituyendo los niveles basales de células DOX positivas. Sin embargo, al bloquear CD44 
con el anticuerpo Km81 el AH no pudo revertir el efecto de 4MU (Figura 48).  
A partir de estas observaciones se puede inferir que el AH estaría activando a la Pgp a través de 
CD44 sugiriendo que el AH sintetizado por las células Kv562 favorecería el fenotipo multi-
resistente de las mismas.  
 
Figura 48. Inhibición de la Pgp inducida por 4MU. Las células Kv562 fueron tratadas con CsA, 
4MU, AH, Ac anti-CD44 Km81 o combinatorias. Se determinó la acumulación 
intracitoplasmática de DOX mediante CF. Las barras representan la media ± DS de 3 
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Conclusiones parciales 
 
En este capítulo se determinó la implicancia del AH sintetizado por las células en diversos 
procesos biológicos como la proliferación celular, la transducción de señales, la inducción de 
mecanismos de supresión tumoral y la funcionalidad de la bomba de eflujo Pgp. 
En principio, se demostró que al inhibir la síntesis de AH con 4MU, las células K562 y Kv562 
proliferaron en menor medida. Sin embargo, al agregar AH de modo exógeno ambas líneas 
celulares recuperaron su proliferación. En las células sensibles la acción de AH estaría mediada 
por CD44 mientras que en las células resistentes por RHAMM. 
Para la dosis más baja de 4MU la recuperación de la proliferación fue total incluso empleando 
dosis de AH inferiores a las que las células sintetizan. Para la dosis mayor de 4MU el agregado 
de AH no restableció los valores basales pero si incrementó la proliferación de ambas líneas 
celulares respecto al tratamiento con 4MU solo. Por ello se puede concluir que el AH sintetizado 
por las células K562 y Kv562 incrementa su proliferación y que a dosis elevadas 4MU 
presentaría un efecto anti-proliferativo per se.  
Además, se observó que 4MU redujo la relación pAkt/Akt en ambas líneas celulares mientras 
que disminuyó pERK/ERK en las células K562. El agregado de AH exógeno incrementó dichos 
índices. 
Respecto a los mecanismos de supresión tumoral, se determinó que la inhibición de la síntesis de 
AH con 4MU no indujo muerte celular pero sí incrementó los niveles de senescencia. 
Nuevamente, el agregado de AH evitó el efecto de 4MU sugiriendo que el AH sintetizado por 
ambas líneas celulares impediría la inducción de senescencia. 
Por último, se demostró que 4MU redujo la extrusión de Doxorrubicina mientras que el agregado 
de AH la restituyó. Además, al bloquear el receptor CD44 el AH exógeno no pudo activar la 
bomba sugiriendo que el AH sintetizado por las células Kv562 activa a Pgp a través de su 
interacción con CD44. De este modo la síntesis de AH favorecería el fenotipo multi-resistente. 
El mecanismo propuesto para comprender el rol que cumple el AH sintetizado por las células y  
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Esquema III. Modelo propuesto del mecanismo de acción del AH sintetizado por las células y de 
la 4MU. Las células K562 sintetizan AH el cual, a través de su interacción con CD44, 
incrementaría los niveles de pAkt y pERK favoreciendo la proliferación celular. Al inhibir la 
síntesis del AH mediante 4MU, se atenuarían las señales proliferativas en pos de la inducción de 
senescencia. En las células Kv562, el AH sintetizado interaccionaría con RHAMM favoreciendo 
la fosforilación de Akt e incrementando la proliferación. Asimismo, la interacción AH-CD44 
estimularía la funcionalidad de la Pgp favoreciendo la MDR. Al inhibir la síntesis del AH 
mediante 4MU, se atenuaría la funcionalidad de Pgp y se mitigarían las señales proliferativas 
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Parte A: Imatinib 
 
 
Una vez analizados los efectos del AH, de los oAH y de la 4MU sobre la proliferación celular, la 
transducción de señales, los mecanismos de supresión tumoral y la funcionalidad de Pgp resultó 
de interés estudiar la implicancia de dichos compuestos en combinación con drogas de uso 
clínico sobre los diferentes procesos biológicos citados. 
 
Dado que la terapia de primera línea frente a la leucemia mieloide crónica es el Imatinib, se 
decidió comenzar con dicha droga. Para ello, se evaluó su efecto sobre los diferentes 
mecanismos biológicos nombrados en el párrafo anterior y posteriormente se estudió la 
combinación de Imatinib con AH, oAH ó 4MU. De este modo se podría determinar cómo 















IV.A1  Proliferación celular. 
 
 IV.A1i Efecto de Imatinib 
 
El Imatinib es una droga ampliamente estudiada y es conocido su efecto anti-proliferativo sobre 
las células K562. Sin embargo, nada se sabía sobre su acción en las células Kv562. Es por ello 
que primero se evaluó la inhibición de la proliferación celular frente a diversas dosis de Imatinib 
y posteriormente sus combinaciones con AH, oAH y 4MU.  
 
El Imatinib tuvo un efecto anti-proliferativo dosis dependiente sobre ambas líneas celulares. 
Además, como se esperaba, las células Kv562 presentaron menores niveles de inhibición de su 
proliferación que las K562 para una misma dosis de Imatinib (Figura 49). 
 
 
Figura 49. Modulación de la proliferación celular mediante Imatinib.  Las células K562 y Kv562 
fueron tratadas con diferentes dosis de Imatinib durante 48 horas. La inhibición de la 
proliferación se determinó mediante la incorporación de 
3
H-T según la fórmula: 
 “% inhibición de la proliferación celular = [100-(cpmtratamiento x 100 / cpmbasal)]”  
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Las barras representan la media ± DS de 5 experimentos independientes siendo ***p< 0,001, 
**p<0,01 y *p<0,05. 
  
IV.A1ii Efecto de Imatinib en combinación con AH y oAH. 
 
Una vez analizada la acción de Imatinib sobre la proliferación de ambas líneas celulares, se 
decidió evaluar el efecto de su combinación con AH y con oAH. Para ello se seleccionaron tres 
dosis de Imatinib para cada línea celular. Para las células K562 se escogió 0.5µM dado que fue la 
menor dosis con un efecto significativo. También se empleó 0.25 y 0.125µM ya que no 
inhibieron la proliferación siendo útiles para evaluar una posible sensibilización. Para las células 
Kv562 se utilizó un criterio similar seleccionando las dosis de Imatinib de 2; 0.5 y 0.25µM. 
Tanto el AH como los oAH fueron empleados en concentración 300µg/ml. 
En las células K562 se observó que el co-tratamiento con Imatinib y AH presenta una menor 
inhibición de la proliferación que el tratamiento con Imatinib, para las tres dosis ensayadas. Sin 
embargo, sólo la dosis de 0.5µM Imatinib presentó un efecto significativo el cual fue revertido 
por el AH. Además en dichas células la combinación de oAH con Imatinib (tanto 0.25 como 
0.125 µM) presentó un mayor efecto anti-proliferativo que Imatinib solo.  
En las células Kv562 puede observarse que el AH ejerce su efecto sobre la proliferación al 
combinarse con las dosis de 0.5 y 0.25µM de Imatinib (las cuales no presentan una inhibición 
significativa de la proliferación). Para la concentración de 2µM de Imatinib que sí reduce la 
proliferación celular, el AH no logró revertir su efecto. Sin embargo, los oAH sensibilizaron a las 
células Kv562 a la acción anti-proliferativa de Imatinib (Tanto para 2 como para 0.5µM de 
Imatinib, pero no para 0.25µM) (figura 50).  
Vale destacar que los oAH lograron sensibilizar a ambas líneas celulares al tratamiento con 
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Figura 50. Modulación de la proliferación celular mediante Imatinib en combinación con AH y 
oAH.  Las células K562 y Kv562 fueron tratadas con AH, oAH, Imatinib o sus combinaciones 
durante 48 horas. La inhibición de la proliferación se determinó mediante la incorporación de 
3
H-T según la fórmula: 
 “% inhibición de la proliferación celular = [100-(cpmtratamiento x 100 / cpmbasal)]”  
Las barras representan la media ± DS de 5 experimentos independientes siendo ***p< 0,001, 
**p<0,01 y *p<0,05. 
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IV.A1iii Efecto de Imatinib en combinación con 4MU 
Dado que las células secretan AH al medio de cultivo, resultó interesante evaluar si dicho AH 
interfería en la acción de Imatinib. Para ello, se inhibió la síntesis del AH con 4MU. Las dosis de 
Imatinib seleccionadas fueron las mismas que las empleadas en el ítem anterior mientras que 
para 4MU se utilizaron las dos concentraciones ensayadas en el capítulo III (500 y 100µM). 
En las células K562 el co-tratamiento de Imatinib (0.5 y 0.25µM) con las dos dosis de 4MU 
presentó una mayor inhibición de la proliferación celular respecto a Imatinib y a 4MU solos. Al 
agregar AH se perdió el efecto anti-proliferativo de los co-tratamientos de 0.25µM de Imatinib 
en combinación con ambas dosis de 4MU pero no para 0.5µM de Imatinib con 4MU (Figura 51). 
En las células Kv562 el co-tratamiento de Imatinib (2 y 0.5µM) con las dos dosis de 4MU 
presentó un mayor efecto anti-proliferativo respecto a Imatinib y a 4MU solos. Al agregar AH 
exógeno se revirtió el efecto de los co-tratamientos (Figura 51). 
En ambas líneas celulares para la dosis más baja testeada de Imatinib, no se observó un mayor 
efecto de los co-tratamientos (Imatinib + 4MU) respecto de 4MU solo (Figura 51). 
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Figura 51. Modulación de la proliferación celular mediada por Imatinib en combinación con 
4MU.  Las células K562 y Kv562 fueron tratadas con 4MU, AH, Imatinib o sus combinaciones 
durante 48 horas. La inhibición de la proliferación se determinó mediante la incorporación de 
3
H-T según la fórmula: 
 “% inhibición de la proliferación celular = [100-(cpmtratamiento x 100 / cpmbasal)]”  
Las barras representan la media ± DS de 5 experimentos independientes siendo ***p< 0,001, 
**p<0,01, *p<0,05 y ns p>0.05. 
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IV.A1iv Implicancia de PI3K en la sensibilización a Imatinib 
Dado que los oAH y la 4MU redujeron la fosforilación de Akt en ambas líneas celulares, resultó 
interesante evaluar si la inhibición de la vía de señalización de PI3K era capaz de sensibilizarlas 
al efecto de Imatinib. Para ello se analizó la proliferación celular frente al co-tratamiento con 
Imatinib y con el inhibidor de PI3K, Ly294002. 
Se observó que Ly294002 sensibilizó al efecto anti-proliferativo de Imatinib tanto a las células 
K562 como a las Kv562. Dicho resultado sugiere que al regular negativamente dicha vía de 
señalización se podría incrementar la acción de Imatinib (Figura 52). 
 
Figura 52. Modulación de la proliferación celular mediada por Imatinib en combinación con 
Ly294002.  Las células K562 y Kv562 fueron tratadas con Ly294002, Imatinib o sus 
combinaciones durante 48 horas. La inhibición de la proliferación se determinó mediante la 
incorporación de 
3
H-T según la fórmula: 
 “% inhibición de la proliferación celular = [100-(cpmtratamiento x 100 / cpmbasal)]”  
Las barras representan la media ± DS de 3 experimentos independientes siendo ***p< 0,001, 
**p<0,01, *p<0,05 y ns p>0.05. 
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IV.A2 Modulación de Akt y ERK mediada por Imatinib en combinación con AH, 
oAH y 4MU. 
Está descripto que en las células K562 la inhibición de BCR-ABL, inducida por Imatinib, reduce 
la fosforilación de diversas proteínas, entre ellas, Akt y ERK. Además, en los capítulos II y III se 
demostró que el AH incrementa la fosforilación de Akt en ambas líneas celulares y de ERK en 
las células K562 mientras que los oAH y la 4MU ejercen el efecto opuesto al AH. Es por ello 
que se evaluaron los niveles de pAkt y pERK luego del tratamiento con Imatinib en combinación 
con AH, oAH y 4MU por Inmunoblotting. En función de los resultados del ítem anterior se 
seleccionaron las dosis de 0.5 y 2µM de Imatinib para las células K562 y Kv562, 
respectivamente. 
Se observó que Imatinib redujo la relación pAkt/Akt en ambas líneas celulares mientras que el 
co-tratamiento con AH restituyó los valores basales de pAkt. Además, la co-incubación de 
Imatinib con oAH redujo significativamente los valores de pAkt tanto en las células K562 como 
Kv562 respecto a los tratamientos con Imatinib y oAH solos (Figura 53). 
La relación pERK/ERK fue regulada negativamente por Imatinib sólo en las células K562. Sin 
embargo, la co-incubación de dicha droga con AH o con oAH no generó un cambio significativo 
de pERK respecto a las modulaciones ocasionadas por cada tratamiento por separado. En las 
células Kv562 ninguno de los tres compuestos evaluados, solos o en combinación, alteró la 
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Figura 53. Modulación de pAkt y pERK mediada por Imatinib en combinación con AH y oAH. 
Las células K562 y Kv562 fueron tratadas con Imatinib, AH, oAH o combinaciones durante 24 
horas. Luego se realizaron los extractos proteicos totales que fueron analizados por 
inmunoblotting. El índice de pAkt se calculó según la fórmula: 
“índice pAkt = [(pAkt/β-actina)/(Akt/β-actina)]tratamiento / [(pAkt/β-actina)/(Akt/β-actina)]basal”. 
De modo similar se calculó el índice pERK. Las barras representan la media ± DS de 5 
experimentos independientes siendo **p<0.01, *p<0.05 y ns p>0.05. 
 
 
A H  y  M D R :  I m a t i n i b  | 87 
Considerando que ambas células sintetizan y secretan AH, resultó de interés analizar el efecto de 
Imatinib en forma conjunta a la inhibición de la síntesis de AH con 4MU. 
En la Figura 54 puede observarse que, en ambas líneas celulares, la co-incubación de Imatinib 
con 4MU no moduló los niveles de pAkt respecto de Imatinib y de 4MU por separado. Sin 
embargo, el agregado de AH a dicho co-tratamiento restituyó los niveles basales de pAkt.  
Un patrón similar se observa en las células K562 para la modulación de pERK donde la co-
incubación de Imatinib con 4MU no generó un cambio respecto a cada tratamiento por separado, 
pero el agregado de AH restituyó los valores basales. En las células Kv562 ningún compuesto, 
solo o combinado, moduló la relación pERK/ERK (Figura 54). 
 
Figura 54. Modulación de pAkt y pERK mediada por Imatinib en combinación con 4MU. Las 
células K562 y Kv562 fueron tratadas con Imatinib, 4MU, AH, o combinaciones durante 24 
horas. Luego se realizaron los extractos proteicos totales que fueron analizados por 
inmunoblotting. El índice de pAkt se calculó según la fórmula: 
“índice pAkt = [(pAkt/β-actina)/(Akt/β-actina)]tratamiento / [(pAkt/β-actina)/(Akt/β-actina)]basal”. 
De modo similar se calculó el índice pERK. Las barras representan la media ± DS de 5 
experimentos independientes siendo **p<0,01, *p<0,05 y ns p>0.05. 
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IV.A3 Mecanismos de supresión tumoral regulados por Imatinib en combinación 
con AH, oAH y 4MU 
IV.A3.i  Apoptosis 
Está descripto que Imatinib induce apoptosis (Drullion et al 2012). Además, en el ítem IV.A1 se 
observó que el co-tratamiento de Imatinib con AH redujo la acción anti-proliferativa de Imatinib 
en ambas células; mientras que al combinarlo con oAH y con 4MU se obtuvo el efecto opuesto. 
Es por ello que nos preguntamos si el AH, los oAH y la 4MU podían modular los niveles de 
apoptosis inducidos por Imatinib. Para ello, se analizó la asimetría de membrana, la 
fragmentación del ADN y el contenido hipodiploide de ADN. 
Al analizar el porcentaje de células Anexina-V-PE positivas, se observó que 0.5µM y 2µM de 
Imatinib indujo un incremento de dichos niveles respecto al basal en las células K562 y Kv562, 
respectivamente. Al combinar Imatinib con AH o con 4MU no se observó ningún cambio 
respecto del tratamiento con el inhibidor de BCR-ABL solo (Figura 55, panel I). Vale recordar 
que en los capítulos II y III se demostró que tanto  AH como 4MU no indujeron muerte celular, 
igualmente, a modo de control, en cada ensayo se realizaron todos los tratamientos por separado. 
Al estudiar la fragmentación del ADN se obtuvieron resultados similares. La dosis de 0.5µM de 
Imatinib indujo un incremento de la fragmentación del ADN en las células K562 mientras que la 
concentración de 2µM tuvo el mismo efecto sobre las células Kv562. Sin embargo, tanto AH 
como 4MU en combinación con Imatinib no modificaron el porcentaje de células con 
fragmentación del ADN respecto al tratamiento con Imatinib solo (Figura 55, panel II). 
Por último se evalúo el contenido hipodiploide de ADN. Nuevamente el patrón de resultados fue 
el mismo. Tanto 0.5 como 2µM de Imatinib incrementaron el porcentaje de células K562 y 
Kv562 en el pico subG1, respectivamente; mientras que la combinación de Imatinib con AH o 
con 4MU no modificó dichos porcentajes (Figura 56). 
De los resultados descriptos se puede inferir que en ambas líneas celulares la dosis más alta 
empleada de Imatinib fue capaz de inducir apoptosis mientras que su combinación con AH y con 
4MU no modificó los niveles de apoptosis producidos por Imatinib. 
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Figura 55. Estudio de la asimetría de membrana y la fragmentación del ADN. Las células K562 y 
Kv562 fueron tratadas con Imatinib, AH, 4MU o sus combinaciones durante 48 horas. (I) 
Porcentaje de células Anexina-V-PE positivas. La asimetría de membrana se analizó por 
citometría de flujo. (II) Luego de los tratamientos las células fueron teñidas con DAPI y se 
observaron al microscopio de fluorescencia. Se contaron 200 células para cada tratamiento.  En 
ambos casos las barras indican la media ± SD de 3 experimentos independientes siendo 
**p<0.01 y ns p>0.05 





















Figura 56. Análisis del contenido hipodiploide de ADN. Las células K562 y Kv562 fueron 
tratadas con Imatinib, AH, 4MU o sus combinaciones durante 48 horas. Posteriormente se fijaron 
con etanol 70% y se tiñieron con DAPI. Los resultados se obtuvieron mediante citometría de 
flujo. Se realizaron tres experimentos independientes. La figura muestra un ensayo 
representativo. El análisis estadístico indicó la ausencia de diferencias significativas entre los 
tratamientos combinados respecto al realizado solo con Imatinib. 
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Dado que la combinación de Imatinib con oAH incrementó la inhibición de la proliferación, 
resultó interesante evaluar el efecto de dicho co-tratamiento sobre la inducción de apoptosis. Para 
ello se analizaron los mismos tres parámetros que en el caso anterior. 
Al estudiar la asimetría de membrana se observó que en las células K562 la co-incubación de las 
tres dosis de Imatinib (0.5; 0.25 y 0.125) con oAH resultó en un mayor porcentaje de células 
Anexina-PE positivas que el obtenido para cada tratamiento por separado. En las células Kv562 
se obtuvo un resultado similar pero únicamente para la combinación de 2µM de Imatinib con 
oAH (Figura 57). 
Al analizar la fragmentación del ADN, se observó que solamente la dosis más alta de Imatinib 
empleada para cada línea celular (0.5µM para K562 y 2µM para Kv562) en combinación con los 
oAH resultó en un mayor porcentaje de células con su ADN fragmentado, respecto a cada 
tratamiento por separado (Figura 58). 
Finalmente, se estudió el contenido hipodiploide de ADN obteniéndose un patrón de resultados 
similares. En ambas líneas celulares, al combinar la dosis más alta de Imatinib testeada con los 
oAH se incrementó el porcentaje de células en el pico subG1, respecto a cada tratamiento por 
separado (Figura 59). 
Los resultados descriptos sugieren que al combinar las dosis de Imatinib capaces de generar 
apoptosis con los oAH se obtendría una mayor inducción de apoptosis que con Imatinib solo. De 
este modo, los oAH estarían sensibilizando a ambas líneas celulares a la muerte apoptótica 
mediada por Imatinib. 
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Figura 57. Porcentaje de células Anexina-V-PE positivas. Las células K562 y Kv562 fueron 
tratadas con Imatinib, oAH o sus combinaciones durante 48 horas y se analizó la asimetría de 
membrana por citometría de flujo. Las barras representan la media ± SD de 3 experimentos 
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Figura 58. Estudio de la fragmentación del ADN. Las células K562 y Kv562 fueron tratadas con 
Imatinib, oAH o sus combinaciones durante 48 horas. Posteriormente fueron teñidas con DAPI y 
se observaron al microscopio de fluorescencia. Se contaron 200 células para cada tratamiento. En 
el panel superior se muestran imágenes representativas mientras que en el panel inferior las 
barras indican la media ± SD de 3 experimentos independientes siendo ***p<0.001 y **p<0.01 
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Figura 59. Análisis del contenido hipodiploide de ADN. Las células fueron tratadas con Imatinib, 
oAH o sus combinaciones durante 48 horas para luego ser marcadas con DAPI y evaluadas por 
citometría de flujo. En el panel superior se muestra un ensayo representativo mientras que en el 
inferior las barras indican la media ± SD de 3 experimentos independientes siendo **p<0.01, 
*p<0.05 y ns p>0.05. 
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En el Capítulo II se demostró que los oAH fueron capaces de reducir la fosforilación de Akt en 
ambas líneas celulares. También se observó que su co-incubación con Imatinib generó una 
disminución mayor de pAkt que cada compuesto por separado. Además, el co-tratamiento con 
Imatinib y Ly294002 inhibió de modo significativo la proliferación de las células K562 y Kv562.  
Es por ello que resultó de interés evaluar el efecto del inhibidor de PI3K en combinación con 
Imatinib sobre la inducción de apoptosis. De este modo, se podría determinar si la inhibición de 
dicha vía de señalización estaba involucrada en la sensibilización a la muerte apoptótica. Por lo 
tanto, se evaluó la asimetría de membrana, el contenido hipodipoide de ADN y su fragmentación 
luego de los tratamientos con Imatinib, Ly294002 o sus combinaciones durante 48 horas. 
En el panel I de la Figura 60 puede observarse que 0.5 y 2µM de Imatinib en combinación con 
Ly294002 incrementó los niveles de células K562 y Kv562 Anexina-V-PE positivas, 
respectivamente. 
Asimismo, el co-tratamiento de Imatinib con Ly294002 aumentó el porcentaje de células en el 
pico subG1 (Figura 60, panel II) y con fragmentación del ADN (Figura 60, panel III).  
Dichos resultados sugieren que la inhibición de la vía de PI3K sensibilizaría a ambas líneas 
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Figura 60. Estudio de la inducción de apoptosis. Las células K562 y Kv562 fueron tratadas con 
Imatinib, Ly294002 o sus combinaciones durante 48 horas. Posteriormente se evaluó la asimetría 
de membrana (panel I), el contenido hipodipoide de ADN (panel II) y la fragmentación del ADN 
(panel III). Las barras indican la media ± SD de al menos tres ensayos independientes siendo 
***p<0.001, **p<0.01 y *p<0.05 
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IV.A3.ii  Senescencia 
En el capítulo III se demostró que 4MU fue capaz de inducir senescencia en ambas líneas 
celulares. Además, está descripto que Imatinib ejerce su efecto anti-proliferativo en las células 
K562 mediante la inducción de apoptosis y de senescencia (Drullion et al 2012). Asimismo, en el 
primer ítem de este capítulo se observó que las combinaciones de Imatinib con AH, oAH y 4MU 
modularon el efecto anti-proliferativo de Imatinib. Por lo tanto, resultó interesante evaluar si 
dichos co-tratamientos podían regular el efecto de Imatinib sobre la senescencia celular. Para 
ello, se analizó el porcentaje de células SA-β-gal positivas, la presencia de los SAHF y las fases 
del ciclo celular. 
En principio, se evaluó la combinación de Imatinib y AH dado que dicho co-tratamiento redujo 
el efecto anti-proliferativo de Imatinib sin alterar la inducción de apoptosis. Por lo tanto, nos 
preguntamos si el AH estaría impidiendo que Imatinib dispare la senescencia celular. 
En las células K562, se observó que tanto 0.5 como 0.25µM de Imatinib indujo un incremento de 
las células SA-β-gal positivas respecto del basal. Además, la co-incubación de ambas dosis de 
Imatinib con 300µg/ml de AH redujo el porcentaje de células SA-β-gal positivas comparándolo 
con el obtenido para el tratamiento con Imatinib solo.  
En las células Kv562, la concentración de 0.5µM de Imatinib resultó en un aumento del número 
de células SA-β-gal positivas mientras que 2µM de Imatinib no presentó diferencias respecto del 
basal. Sin embargo, la co-incubación de ambas dosis con AH generó la reducción del porcentaje 
de células SA-β-gal positivas (Figura 61). 
Al evaluar los SAHF, se observó un patrón similar de resultados. En ambas líneas celulares el 
tratamiento con Imatinib resultó en la inducción de los SAHF mientras que la co-incubación con 
AH evitó la presencia de dichos foci (Figura 62, panel I). 
Al analizar las diversas fases del ciclo se observó que 0.5µM de Imatinib arrestó a las células 
K562 en G0/G1 mientras que ninguna de las dosis testeadas del inhibidor arrestó a las células 
Kv562. La combinación de Imatinib con AH no produjo ningún cambio significativo en la 
distribución de ambas líneas celulares en las diferentes fases del ciclo respecto de Imatinib y del 
basal (Figura 62, panel II). 
De los resultados obtenidos se puede inferir que el AH impediría la senescencia inducida por 
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Figura 61. Análisis de las células SA-β-gal positivas. Las células K562 y Kv562 fueron tratadas 
con Imatinib, AH o sus combinaciones durante 48 horas para posteriormente ser teñidas con X-
gal. Se contaron 200 células para cada tratamiento. El panel superior muestra imágenes 
representativas mientras que en el inferior las barras indican la media ± SD de tres experimentos 
independientes siendo **p<0.01 y *p<0.05.   
 
 








Figura 62. Análisis de los SAHF y de las fases del ciclo celular. Las células K562 y Kv562 
fueron tratadas con Imatinib, AH o sus combinaciones durante 48 horas para luego ser teñidas 
con DAPI. (I) Imágenes representativas obtenidas mediante microscopia de fluorescencia. Las 
flechas señalan células con núcleos con SAHF (II) Análisis de la distribución de las células en 
las diferentes fases del ciclo celular obtenida mediante citometría de flujo. Las barras indican la 
media ± SD de tres ensayos independientes siendo *p<0.05 y ns p<0.05 
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En el primer ítem de este capítulo se observó que la combinación de los oAH con las tres dosis 
de Imatinib (0.5; 0.25 y 0.125µM) testeadas en las células K562 y con dos de las concentraciones 
de Imatinib (2 y 0.5µM) empleadas en las células Kv562 generó un mayor efecto anti-
proliferativo que Imatinib solo. Sin embargo, sólo las dosis más altas en combinación con oAH 
incrementaron la inducción de apoptosis respecto a Imatinib. Es por ello que nos preguntamos si 
la co-incubación de oAH con las otras concentraciones de Imatinib sería capaz de sensibilizar al 
efecto anti-proliferativo mediante la inducción de senescencia. 
En el panel I de la Figura 63 puede observarse que las dosis de 0.5µM y de 2µM de Imatinib en 
combinación con oAH no modificaron los niveles de células SA-β-gal en comparación con los 
obtenidos para Imatinib en las células K562 y Kv562, respectivamente. Sin embargo, al emplear 
menores dosis de Imatinib (0.25 y 0.125µM para K562 y 0.5µM para Kv562) de modo conjunto 
con oAH se aprecia un aumento significativo del porcentaje de células SA-β-gal positivas 
respecto a cada compuesto por separado. 
Un patrón de resultados similares se obtuvo al evaluar los SAHF. En el panel II de la Figura 63 
puede apreciarse que tanto el tratamiento con Imatinib como el co-tratamiento con Imatinib y 
oAH inducen la presencia de SAHF en ambas líneas celulares.  
Al estudiar la distribución de las células en las diferentes etapas del ciclo celular no se 
observaron diferencias entre los co-tratamientos respecto a cada tratamiento por separado (Figura 
63, panel III). 
A partir de dichos resultados se puede inferir que el co-tratamiento de Imatinib con oAH 
incrementaría la inducción de senescencia. 






















Figura 63. Estudio de la inducción de senescencia. Las células K562 y Kv562 fueron tratadas 
con Imatinib, oAH o sus combinaciones por 48 horas. (I) Células SA-β-gal positivas. Las barras 
representan la media ± SD de tres ensayos independientes siendo ***p<0.001, **p<0.01, 
*p<0.05 y ns p>0.05. (II) Imágenes representativas de las células tratadas y teñidas con DAPI. 
Las flechas marcan los SAHF. (III) Distribución celular en las diferentes fases del ciclo celular. 
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En el primer ítem de este capítulo se observó que para ambas líneas celulares la co-incubación de 
Imatinib con 4MU resultó en una mayor inhibición de la proliferación que cada compuesto por 
separado. Sin embargo, al analizar la inducción de apoptosis los co-tratamientos no 
incrementaron la muerte respecto a Imatinib. Es por ello que resultó de interés analizar si la co-
incubación de Imatinib con 4MU modulaba la inducción de senescencia en ambas líneas 
celulares. 
En las células K562, se observó que la combinación de 0.5µM con 500µM de 4MU incrementó 
el porcentaje de células SA-β-gal positivas respecto a Imatinib y a 4MU por separado. El 
agregado de AH al co-tratamiento citado redujo significativamente dicho porcentaje. Sin 
embargo, al co-incubar 0.5µM de Imatinib con 100µM de 4MU no se observó un aumento del 
porcentaje de células SA-β-gal positivas. Al sumar AH al anterior co-tratamiento disminuyó el 
número de células positivas. Para la dosis de 0.25µM de Imatinib la combinación con ambas 
dosis de 4MU generó un aumento del porcentaje de células SA-β-gal positivas respecto a cada 
tratamiento por separado. En los dos casos el agregado de AH revirtió dicho efecto (Figura 64). 
En las células Kv562, las dos concentraciones de Imatinib empleadas (2 y 0.5µM) en 
combinación con ambas dosis de 4MU (500 y 100µM) incrementaron el porcentaje de células 
SA-β-gal positivas respecto a Imatinib y a 4MU solos. En todos los casos el agregado de AH 
revirtió dicho efecto (Figura 64). 
Al analizar los SAHF se observó un patrón similar de resultados. En ambas líneas celulares se 
incrementó la presencia de células con SAHF al combinar Imatinib con 4MU respecto a cada 
tratamiento por separado; mientras que se perdió dicho efecto al co-incubar con AH a los co-
tratamientos citados (Figura 65). 
En ambas líneas celulares, al combinar las dosis más altas de Imatinib y de 4MU testeadas (0.5 y 
500µM para K562 mientras que 2 y 500µM para Kv562, respectivamente) se observó un arresto 
del ciclo celular en la fase S. Al agregar AH al co-tratamiento nombrado se revirtió dicho efecto 
únicamente en las células Kv562 (Figura 66). 
A partir de los resultados se puede inferir que en ambas líneas celulares al inhibir la síntesis de 
AH con 4MU se sensibiliza a la inducción de senescencia mediada por Imatinib. Con lo cual el 
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Figura 64. Células SA-β-gal positivas. Las células K562 y Kv562 fueron tratadas con Imatinib, 
AH, 4MU o sus combinaciones durante 48 horas para luego analizar la actividad de la SA-β-gal. 
El panel superior muestra imágenes representativas mientras que las barras representan la media 
± SD de tres experimentos independientes siendo ***p<0.001, **p<0.01 y *p<0.05. 























Figura 65. Estudio de SAHF. Las células K562 y Kv562 fueron tratadas con Imatinib, 4MU o 
sus combinaciones durante 48 horas para luego ser teñidas con DAPI y observadas al 
microscopio de fluorescencia. Las flechas indican células cuyos núcleos presentan SAHF. 
 























Figura 66. Análisis de la fase S del ciclo celular. Las células K562 y Kv562 fueron tratadas con 
Imatinib, AH, 4MU o sus combinatorias durante 48 horas, posteriormente se tiñeron con DAPI 
para evaluar las fases del ciclo celular mediante citometría de flujo. Las barras indican la media 
± DS de tres experimentos independientes siendo **p<0.01 y *p<0.05 
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Dado que la co-incubación de Imatinib con oAH o con 4MU incrementó la senescencia respecto 
a cada tratamiento por separado y considerando que los tres compuestos regularon negativamente 
pAkt en ambas líneas celulares, resultó de interés evaluar la implicancia de la vía de PI3K en la 
senescencia inducida por Imatinib. Para ello se combinaron las diferentes dosis de Imatinib con 
el inhibidor de PI3K y se estudió la actividad de SA-β-gal, los SAHF y las fases del ciclo celular 
en ambas líneas celulares. 
En las células K562 el co-tratamiento con Imatinib y Ly294002 no generó un incremento de las 
células SA-β-gal positivas respecto a Imatinib (Figura 67). 
En las células Kv562 solamente la co-incubación de 2µM de Imatinib con Ly294002 resultó en 
un aumento del porcentaje de células SA-β-gal positivas (Figura 67). 
Sin embargo, en ambas líneas celulares al estudiar los SAHF y las fases del ciclo celular no se 
observó modulación al combinar Imatinib con Ly294002 respecto a Imatinib (datos no 
mostrados). 
De los resultados puede sugerirse que la inhibición de PI3K no favorecería la senescencia 
inducida por Imatinib. De hecho, se observó en el ítem anterior que la mayor inhibición de la vía 
de PI3K favorecería la apoptosis dependiente de Imatinib. 
Figura 67. Actividad 
de SA-β-gal. Las 
células K562 y 
Kv562 fueron 
tratadas con Imatinib, 
Ly294002 o sus 
combinaciones por 48 
horas para luego 
evaluar mediante 
microscopia óptica la 
actividad enzimática 
utilizando X-gal como 
sustrato. Se contaron 
200 células para cada 
condición. Las barras 
indican la media ± DS 
de tres experimentos 
independientes siendo 
**p<0.01, *p<0.05 y 
ns p>0.05. 
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Conclusiones parciales 
 
En la parte A del capítulo IV se determinó la implicancia del AH, sus oAH y 4MU en la 
modulación de procesos biológicos regulados por Imatinib. 
En principio, se demostró que Imatinib inhibe la proliferación de ambas líneas celulares de modo 
dosis dependiente. Además para una misma concentración del inhibidor se obtuvo mayor efecto 
sobre las células K562 respecto a las Kv562. Dicho resultado era esperable dado que las 
segundas presentan en su membrana Pgp activa la cual posee la capacidad de extruir diferentes 
drogas, entre ellas, Imatinib.  
Al estudiar las vías de señalización moduladas por el inhibidor, se observó que éste fue capaz de 
reducir los niveles de pAkt en ambas células mientras que reguló negativamente a pERK sólo en 
las células K562. 
Más aún, el efecto anti-proliferativo de Imatinib estaría mediado por la inducción de apoptosis 
y/o senescencia según la concentración empleada. Para las dosis más altas empleadas se observó 
principalmente apoptosis; mientras que para las más bajas senescencia, aunque hubo 
concentraciones capaces de inducir ambos procesos. 
El co-tratamiento de Imatinib con AH redujo la capacidad anti-proliferativa de Imatinib en las 
células K562 mientras que el AH pudo ejercer su efecto proliferativo a pesar de la presencia de 
bajas dosis de Imatinib en las células Kv562. El AH estaría revirtiendo la senescencia inducida 
por Imatinib sin afectar los niveles de apoptosis. Además, se observó que el agregado de AH al 
tratamiento con Imatinib restituyó los niveles de fosforilación de Akt en ambas líneas celulares. 
La combinación de Imatinib con los oAH resultó en un incremento de la capacidad anti-
proliferativa del inhibidor en ambas líneas celulares. Dicho efecto estaría mediado por una 
sensibilización a la muerte apoptótica o a la inducción de senescencia según se combinen los 
oAH con altas o bajas dosis de Imatinib, respectivamente. Además, la combinación de dichos 
compuestos resultó en una mayor modulación negativa de los niveles de pAkt respecto a cada 
uno por separado. 
La co-incubación de Imatinib con 4MU redujo significativamente la proliferación de ambas 
líneas celulares respecto a cada inhibidor por separado. Dicho efecto estaría mediado por un 
aumento en la inducción de senescencia sin modificar los niveles de apoptosis. El agregado de 
AH a dicho co-tratamiento revirtió el efecto de este último, sugiriendo que el AH sintetizado por 
las mismas células es capaz de reducir la inducción de senescencia mediada por Imatinib, 
incrementando la proliferación de ambas células. Además, si bien la co-incubación de Imatinib y 
4MU no redujo los niveles de pAkt respecto a cada compuesto por separado, el agregado de AH 
restableció los niveles basales de fosforilación de Akt. 
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Al analizar la implicancia de la vía de PI3K en los diversos mecanismos biológicos regulados 
por Imatinib se observó que inhibiendo la actividad de PI3K en paralelo al tratamiento con 
Imatinib se reducían los niveles de proliferación de ambas células y se incrementaban los de 
apoptosis, sin afectar la inducción de senescencia. Dicho resultado sugiere que para obtener un 
aumento de la apoptosis se requiere una mayor inhibición de la vía de PI3K. Esta parece ser 
obtenida al combinar Imatinib con oAH dado que los niveles de pAkt se reducen 
considerablemente y se observa un incremento de la apoptosis. Sin embargo no se obtiene con 
Imatinib más 4MU donde los niveles de pAkt no se reducen, la apoptosis no se modifica y se 
incrementa la senescencia. 
Un resumen del análisis de los resultados puede apreciarse en los Esquemas IV.A 1, 2, 3 y 4 
donde se postulan los diferentes modelos para Imatinib y para sus combinaciones con AH, oAH 
y 4MU, respectivamente. 
 
 
Esquema IV.A.1 Mecanismo de acción propuesto para Imatinib. En las células K562 Imatinib 
ejerce un efecto anti-proliferativo ya que al inhibir a la proteína BCR-ABL se inhibirían las vías 
de PI3K y de MAPK favoreciendo la inducción de apoptosis y senescencia. En las células Kv562 
Imatinib posee un efecto similar. Sin embargo, sólo modularía negativamente a la vía de 
señalización de PI3K. Además, en estas células se requerirían mayores niveles de Imatinib para 
obtener una acción similar a la observada en K562 debido a la extrusión de Imatinib a través de 
la Pgp. 
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Esquema IV.A.2 Modelo postulado de interacción entre Imatinib y AH. En las células K562, 
como se describió en el capítulo II, el AH estimularía las vías de señalización de PI3K/Akt y 
MEK/ERK a través de CD44 incrementando así la proliferación celular. Sin embargo, Imatinib 
inhibe a dichas vías y disminuye la proliferación celular a expensas de la inducción de apoptosis 
y senescencia. El agregado de AH revertiría el efecto anti-proliferativo de Imatinib reduciendo 
los niveles de senescencia pero no de apoptosis. Por otro lado, en las células Kv562 el AH al 
interaccionar con RHAMM incrementaría la proliferación mediante la activación de PI3K/Akt. 
Imatinib inhibiría a dicha vía de señalización reduciendo así la proliferación celular 
incrementando la inducción de apoptosis o de senescencia según su dosis. Al combinar AH con 
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Esquema IV.A.3 Modelo propuesto para la combinación de Imatinib con oAH. En el capítulo II 
se demostró que los oAH al interaccionar con CD44 inhibirían la proliferación celular de K562, 
al regular negativamente las vías de PI3K/Akt y MEK/ERK. El Imatinib también inhibiría a 
dichas vías de señalización con la consecuente reducción de la proliferación e incremento de la 
apoptosis y la senescencia. Al combinarlos, las células K562 se sensibilizarían al efecto anti-
proliferativo de Imatinib. Dicho efecto podría estar mediado por la mayor inhibición de la vía de 
PI3K. Además los oAH incrementarían la apoptosis y la senescencia inducidas por Imatinib. En 
las células Kv562 los oAH inhibirían a PI3K y la actividad de la bomba de eflujo Pgp mientras 
que Imatinib inhibiría la misma vía de señalización con la consecuente reducción de la 
proliferación e incremento de la apoptosis y la senescencia. Al combinar ambos compuestos, los 
oAH sensibilizarían al efecto de Imatinib a las células Kv562. En este caso, además de la mayor 
inhibición de la vía de PI3K, los oAH reducirían la extrusión de Imatinib al inhibir la Pgp, lo 
cual podría incrementar su acumulación intra-celular. Más aún, los oAH favorecerían la 
inducción de apoptosis o senescencia mediada por Imatinib según la dosis del inhibidor utilizada. 
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Esquema IV.A.4 Mecanismo de acción postulado para la combinación de Imatinib y 4MU. En 
las células K562 Imatinib al inhibir la actividad de BCR-ABL regularía negativamente pAkt y 
pERK. De este modo, se reduciría la proliferación celular incrementándose la inducción de 
apoptosis y de senescencia. Al inhibir la síntesis de AH con 4MU se lograría atenuar sus señales 
disminuyendo la proliferación celular y aumentando la inducción de senescencia. Al combinar 
ambos inhibidores se perdería el efecto proliferativo ejercido por el AH sintetizado por las 
células K562 sensibilizándolas a la acción de Imatinib. Es por ello que se incrementaría la 
inducción de senescencia en detrimento de la proliferación celular. En las células Kv562, 
Imatinib conduciría a la inhibición de la vía de PI3K reduciendo la proliferación e incrementando 
la apoptosis y la senescencia. Al inhibir la síntesis de AH con 4MU se mitigarían las señales 
proliferativas del AH favoreciendo la inducción de senescencia. Al combinar los dos inhibidores 
la atenuación de las señales mediadas por AH más la inhibición de Pgp sensibilizaría a las 
células Kv562 al efecto anti-proliferativo de Imatinib beneficiando la inducción de senescencia 
sin afectar la apoptosis. 
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En el capítulo IV se planteó evaluar la implicancia del AH, los oAH y la 4MU en combinación 
con drogas de uso clínico sobre diferentes procesos biológicos. 
 
Dado que la terapia de primera línea frente a la leucemia mieloide crónica es el Imatinib, se 
comenzó con dicha droga. Sin embargo, como ocurre con diversos anti-neoplásicos, el uso de los 
inhibidores de BCR-ABL ejerce una presión de selección que favorece la proliferación de sub-
poblaciones celulares leucémicas resistentes. Dicha resistencia puede deberse tanto, a una mayor 
expresión o mutaciones de la enzima, como a la expresión de bombas de eflujo. Por lo tanto, 
cuando Imatinib, Nilotinib y Dasatinib no resultan efectivos se recurre a la quimioterapia 
convencional.  
 
Es por ello que en la parte B de este capítulo se utilizó Vincristina (VCR). Vale recordar que este 
quimioterápico se une a los dímeros de tubulina impidiendo la formación de los microtúbulos. 
De esta manera, afecta a células de rápida división arrestando el ciclo celular en metafase.  
 
En esta sección, se pretendió analizar el impacto del metabolismo del AH sobre la terapia 
utilizada cuando los inhibidores de BCR-ABL ya no son la terapia adecuada. Para tal fin resultó 
interesante, principalmente, la utilización de las células Kv562 ya que son altamente resistentes a 
diversos anti-neoplásicos, y por tanto, compatibles con lo que ocurre luego de la selección de 
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Resultados 
IV.B1  Proliferación celular. 
 
 IV.B1i Efecto de Vincristina 
 
Al igual que en la parte A de este capítulo, en principio, se decidió evaluar el efecto de diversas 
dosis de VCR sobre la proliferación de ambas líneas celulares. Las concentraciones ensayadas 
fueron muy diferentes dado que las células K562 son sensibles mientras que las Kv562 son 
resistentes a VCR. 
En la Figura 68 puede observarse que en las células K562 la concentración inhibitoria 50 se 
encontraría entre 4 y 8nM; mientras que en las Kv562 estaría entre 1 y 2µM. Este resultado 
demuestra que las primeras son sumamente sensibles a VCR mientras que las segundas presentan 
una resistencia significativa.  
Además, el efecto de VCR fue dosis dependiente. Si bien en las células K562 la dosis 
dependencia fue gradual; en las Kv562 se observa que frente a una pequeña diferencia de 
concentración de la droga (de 1 a 2 µM) existe una variación amplia en su acción, pasando de no 
tener efecto a una marcada inhibición de la proliferación celular.  
 
Figura 68. Modulación de la 
proliferación celular mediante 
VCR.  Las células K562 y Kv562 
fueron tratadas con diferentes 
dosis de VCR durante 48 horas. La 
inhibición de la proliferación se 
determinó mediante la 
incorporación de 
3
H-T según la 
fórmula: 
 “% inhibición de la proliferación 
celular = [100-(cpmtratamiento x 100 / 
cpmbasal)]”  
Las barras representan la media ± 
DS de 5 experimentos 
independientes siendo 
***p<0.001, **p<0.01 y ns 
p>0.05. 
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 IV.B1ii Efecto de Vincristina en combinación con AH y oAH. 
 
En el capítulo II se observó que los oAH fueron capaces de inhibir la funcionalidad de la bomba 
de eflujo resultando interesante determinar si podrían inducir una sensibilización de las células 
Kv562 al efecto de la VCR. Además, en tumores de mama y ovario se observó que el AH 
estimularía la actividad de Pgp (Bourguignon et al 2008), por lo cual, se estudió si el AH 
favorecía la resistencia a VCR de dichas células. También se evaluaron ambos co-tratamientos 
en las células K562 para determinar si se modificaba su sensibilidad al quimioterápico en 
presencia del AH o de los oAH. 
En función de los resultados del ítem anterior, para las células K562 se seleccionó 1nM de VCR 
mientras que para las Kv562 se empleó 1µM de la droga. Tanto para el AH como para los oAH 
se continuó utilizando la concentración de 300µg/ml. 
En la Figura 69 puede observarse que en las células K562 el co-tratamiento de 1nM de VCR con 
AH o con oAH no modificó la acción de la VCR. En las células Kv562 si bien 1µM de VCR no 
inhibió la proliferación celular, su combinación con el AH no le permitió, a este último, ejercer 
su efecto proliferativo. Además, en las células Kv562 al co-incubar VCR y oAH se observó una 
menor proliferación celular respecto a cada compuesto por separado. 
De los resultados se puede inferir que el AH y los oAH no modificarían la sensibilidad a VCR de 










Figura 69. Modulación de la proliferación celular mediante VCR en combianción con AH u 
oAH.  Las células K562 y Kv562 fueron tratadas con VCR, AH, oAH o sus combinatorias 
durante 48 horas. La proliferación se determinó por incorporación de 
3
H-T según la fórmula: 
 “Proliferación celular (%)= (cpmtratamiento x 100 / cpmbasal) – 100” 
Las barras indican la media ± DS de 5 experimentos independientes (**p<0.01 y ns p>0.05). 
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Considerando que en el capítulo II se observó que los oAH al interaccionar con CD44 inhibían a 
la Pgp, resultó de interés evaluar si dicho receptor estaba involucrado en la sensibilización a la 
VCR en las células resistentes. Para ello, se realizaron los tratamientos con VCR y oAH 
bloqueando el receptor CD44 con el anticuerpo Km81 y se analizó la inhibición de la 
proliferación celular. 
En la Figura 70 puede observarse que el triple tratamiento con VCR, oAH y Km81, presenta un 
nivel de proliferación similar al basal. Por lo tanto, al bloquear CD44 no se observa la inhibición 
de la proliferación obtenida para el co-tratamiento con VCR y oAH. 
Los resultados sugieren que los oAH al interaccionar con CD44 estarían sensibilizando a las 











Figura 70. Implicancia de CD44 en la sensibilización de las células Kv562 al efecto de VCR 
mediada por los oAH.  Las células fueron tratadas con VCR, oAH, anticuerpo anti-CD44 Km81 
o sus combinatorias durante 48 horas. La inhibición de la proliferación se determinó por 
incorporación de 
3
H-T según la fórmula: 
 “Inhibición de la proliferación celular (%)= 100-(cpmtratamiento x 100 / cpmbasal)” 
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IV.B1iii Efecto de Vincristina en combinación con 4MU 
Considerando que en las células Kv562 al inhibir la síntesis de AH se atenuó la funcionalidad de 
Pgp, resultó interesante evaluar si dicho efecto podría sensibilizar a las células a la acción de la 
VCR. Para ello se analizó la proliferación celular luego del co-tratamiento con VCR y 4MU.  
Si bien se testeó el efecto sobre la proliferación de las células K562 de la combinación de 1nM 
de VCR con 4MU no se observó cambio alguno respecto al efecto anti-proliferativo de 4MU 
(datos no mostrados). 
Sin embargo, como puede observarse en la Figura 71, los co-tratamientos de VCR con 4MU 
(tanto con 500µM como con 100µM de 4MU) resultaron en un incremento de la inhibición de la 
proliferación de las células Kv562 respecto a cada compuesto por separado. Además, el agregado 
de AH a dichos co-tratamientos revirtió el efecto anti-proliferativo de modo parcial o total según 
la dosis de 4MU (500 y 100µM, respectivamente). 
Por lo tanto, al inhibir la síntesis de AH se sensibilizarían a las células Kv562 a la acción de la 
VCR, es decir, que el AH sintetizado por las células favorecería la MDR. 
Figura 71. Modulación de la proliferación celular mediante VCR en combinación con 4MU. Las 
células Kv562 fueron tratadas con VCR, 4MU, AH o sus combinatorias durante 48 horas. La 
inhibición de la proliferación celular se determinó mediante la incorporación de 
3
H-T según la 
siguiente fórmula:  
“Inhibición de la proliferación celular (%)= 100-(cpmtratamiento x 100 / cpmbasal)” 
Las barras indican la media ± DS de al menos 3 experimentos independientes siendo ***p<0.001 
**p< 0.01 y *p<0.05. 
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IV.B1iv Implicancia de PI3K en la sensibilización a VCR 
En la parte A de este capítulo al inhibir PI3K se sensibilizó a las células Kv562 al efecto de 
Imatinib. Además, tanto los oAH como la 4MU redujeron los niveles de pAkt y ambos 
sensibilizaron a las células Kv562 a la VCR. Por lo tanto, resultó interesante evaluar la 
implicancia de dicha vía de señalización en la resistencia a VCR. Para ello, se determinó la 
proliferación de las células Kv562 luego del tratamiento con VCR y Ly294002. También se 
analizó el efecto de la inhibición de MEK-1 sobre la MDR. 
La inhibición de PI3K, con Ly294002, generó una sensibilización total al efecto de VCR en las 
células Kv562. Sin embargo, al inhibir MEK-1, con UO126, y co-incubarlo con VCR no hubo 
cambios en la proliferación de dichas células respecto a cada compuesto por separado (Figura 
72). 
Los resultados sugieren que la activación de PI3K sería clave en la adquisición del fenotipo 










Figura 72. Implicancia de PI3K en la sensibilización a VCR en las células Kv562.  Las células 
fueron tratadas con VCR, Ly294002, UO126 o sus combinaciones durante 48 horas. La 
inhibición de la proliferación se determinó por incorporación de 
3
H-T según la fórmula: 
 “Inhibición de la proliferación celular (%)= 100-(cpmtratamiento x 100 / cpmbasal)” 
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IV.B2 Mecanismos de supresión tumoral regulados por VCR en combinación con 
AH, oAH y 4MU 
 
IV.B2.i  Muerte celular 
 
Al observar que tanto los oAH como la 4MU fueron capaces de sensibilizar a las células Kv562 
al efecto de VCR, nos preguntamos mediante qué mecanismo se estaría bloqueando la 
proliferación de las células resistentes. Por lo tanto, se estudió la inducción de muerte celular 
frente a los tratamientos con VCR sola y en combinación con oAH y 4MU mediante FDA-IP y 
Anexina-V-PE-7AAD por citometría de flujo. 
En el panel superior de las Figuras 73 y 74 puede observarse que tanto VCR sola como su 
combinación con oAH o con 4MU no incrementó el porcentaje de células IP positivas respecto al 
basal. Más aún, la intensa marca de FDA en todos los casos indica que las células se encontraban 
metabólicamente activas. 
El mismo patrón de resultados se observó al teñir las células con Anexina-V-PE y 7AAD. 
Ninguno de los tratamientos solos o separados indujo un aumento de las células Anexina-V-PE 
positivas ni 7-AAD positivas (Figuras 73 y 74). 
A partir de estos resultados se puede inferir que la sensibilización a la acción anti-proliferativa de 























Figura 73. Inducción de muerte celular frente a VCR y oAH. Las células Kv562 fueron tratadas 
con oAH, VCR o su combinación durante 48 horas. Posteriormente fueron teñidas con FDA-IP 
(panel superior) o con Anexina-V-PE-7AAD (panel inferior). La figura muestra un ensayo 
representativo de 3 experimentos independientes realizados. 
 
Figura 74. Inducción de 
muerte celular frente a 
VCR y 4MU. Las 
células Kv562 fueron 
tratadas con 4MU, VCR 
o su combinación 
durante 48 horas. 
Posteriormente fueron 
teñidas con FDA-IP 
(panel superior) o con 
Anexina-V-PE-7AAD 
(panel inferior). La 
figura muestra un 
ensayo representativo. 
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Teniendo en cuenta que en la parte A de este capítulo la inhibición de PI3K sensibilizó a las 
células Kv562 a la muerte apoptótica inducida por Imatinib, y que Ly294002 en combinación 
con VCR presentó una inhibición total de la proliferación de las células Kv562; se decidió 
evaluar la implicancia de dicha vía en la inducción de muerte celular frente a VCR. Para ello se 
trataron a las células Kv562 con VCR y Ly294002 para luego marcarlas con FDA-IP y 
evaluarlas por citometría de flujo. 
En la Figura 75 puede observarse que la co-incubación de Ly294002 con VCR no modificó el 
porcentaje de células Kv562 IP positivas respecto del basal. Además, para todos los tratamientos 
las células presentaron una gran marca de FDA indicando que se encontraban metabólicamente 
activas.  
Por lo tanto, la sensibilización al efecto anti-proliferativo de VCR mediado por Ly294002 no 
estaría mediado por un efecto citotóxico. 
 
 
Figura 75. Implicancia de PI3K en la inducción de muerte celular mediada por VCR. Las células 
Kv562 fueron tratadas con VCR, Ly294002 y su combinación durante 48 horas. Posteriormente 
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Considerando la ausencia de muerte celular en las células Kv562 frente a los diferentes 
tratamientos ensayados, se decidió analizar si VCR era capaz de inducir muerte y a qué 
concentración. Para ello, se incubaron a ambas líneas celulares con diferentes dosis de VCR 
durante 48 horas para luego teñirlas con FDA-IP y determinar el nivel de marcación mediante 
citometría de flujo. 
En la Figura 76 puede observarse que para lograr niveles de muerte significativos se requieren 
concentraciones muy elevadas de VCR. En las células K562 la dosis letal 50 para VCR sería 
300µM mientras que en Kv562 sería del doble, aproximadamente. 
De los resultados se puede inferir que ambas líneas celulares presentan una resistencia marcada a 
la muerte celular mediada por VCR. 
 
 
Figura 76. Efecto citotóxico de VCR. Las células K562 y Kv562 fueron tratadas con diferentes 
concentraciones de VCR durante 48 horas y posteriormente se determinó el porcentaje de células 
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IV.B2.ii  Senescencia 
Dado que los co-tratamientos estudiados mostraron una significativa reducción de la 
proliferación de las células Kv562 sin presentar muerte celular, se decidió evaluar la inducción 
de senescencia. Para ello, se analizó el porcentaje de células SA-β-gal, la presencia de SAHF y 
las fases del ciclo celular. Las células K562 fueron utilizadas para determinar si VCR estaba 
inhibiendo la proliferación mediante la inducción de senescencia. 
En la Figura 77 puede observarse que VCR fue capaz de incrementar el porcentaje de células 
K562 SA-β-gal positivas pero no tuvo efecto sobre las células Kv562. En estas últimas, fue el co-
tratamiento con oAH y VCR quien incrementó el porcentaje de células SA-β-gal.  
El mismo patrón de resultados se obtuvo para los SAHF. Sólo se observaron núcleos con SAHF 
luego del tratamiento con VCR en las células K562 y del co-tratamiento con oAH y VCR en las 
células Kv562. En las dos condiciones citadas, además de los SAHF, se observan núcleos de 
gran tamaño, compatibles con el incremento del tamaño celular característico del fenotipo 
senescente (Figura 78).  
Finalmente, se evaluó por citometría de flujo las fases del ciclo celular, observándose que los 
tratamientos tanto con VCR como con oAH y VCR arrestaron el ciclo en G2/M en las células 
K562 y Kv562, respectivamente (Figura 79). 
Los resultados descriptos sugieren que VCR induciría senescencia en las células K562, mientras 
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Figura 77. Evaluación de SA-β-gal. Las células fueron tratadas con oAH, VCR o su 
combinatoria por 48 horas. La actividad enzimática fue evaluada mediante tinción con X-gal y 
posterior análisis por microscopía óptica. Se contaron 200 células para cada condición. Las 
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Figura 78. Evaluación de SAHF. La figura muestra fotos representativas de las células K562 y 
Kv562 en condiciones basales y luego de los tratamientos con oAH, VCR o su combinación por 
48 horas. La morfología nuclear se evaluó mediante microscopía de fluorescencia marcando con 
DAPI. Las flechas blancas marcan los SAHF mientras que las verdes indican núcleos de gran 
tamaño compatibles con el incremento del tamaño celular que ocurre durante en la senescencia. 
 
Figura 79. Análisis del ciclo celular. Las células fueron tratadas con oAH, VCR o su 
combinación por 48 horas. Luego fueron teñidas con DAPI y evaluadas por citometría de flujo. 
El panel de la izquierda muestra un ensayo representativo mientras que en el de la derecha las 
barras representan la media ± DS de 3 experimentos independientes siendo ***p< 0,001. 
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Considerando que frente al co-tratamiento con 4MU y VCR no se observó muerte celular y que 
tanto 4MU como VCR fueron capaces de inducir senescencia per se, se decidió evaluar dicho 
mecanismo luego de la co-incubación con 4MU y VCR. Para ello, analizó el porcentaje de 
células SA-β-gal positivas, la presencia de SAHF y las fases del ciclo celular.  
Como demuestra el primer panel de la Figura 80, el co-tratamiento con 4MU y VCR incrementó 
el porcentaje de células SA-β-gal aún más que 4MU sola. Dicho resultado se observó tanto para  
500 como para 100 µM de 4MU en combinación con VCR. El agregado de AH a dichos co-
tratamientos condujo a un menor porcentaje de células SA-β-gal positivas, alcanzando los 
valores basales sólo cuando el AH fue co-incubado con 100 µM 4MU y VCR.  
En el segundo panel de la Figura 80 puede observarse que la combinación de 500µM de 4MU y 
VCR favoreció la presencia de los SAHF; mientras que el agregado de AH (4MU+VCR+AH) 
redujo notablemente el número de SAHF.  
Finalmente, el tercer panel de la Figura 80 demuestra que la co-incubación con 4MU y VCR 
arrestó el ciclo en G2/M aún más que el tratamiento con 4MU. Al agregar AH el porcentaje de 
células en G2/M fue similar al basal.  
Los resultados, tomados en conjunto, sugieren que la 4MU sensibilizaría a la acción de la VCR a 
las células Kv562 induciendo senescencia. Por lo tanto, el AH sintetizado por las células 
































Figura 80. Evaluación de la inducción de senescencia luego del co-tratamiento con VCR y 4MU. 
Las células fueron tratadas con VCR, 4MU, AH o combinatorias por 48 horas. (I) La actividad 
enzimática SA-β-gal fue evaluada mediante tinción con X-gal y posterior análisis por 
microscopía óptica. Se contaron 200 células para cada condición. Las barras representan la 
media ± DS de 3 experimentos independientes siendo ***p< 0,001 y **p<0,01. (II) Evaluación 
de SAHF. Se analizó la morfología nuclear por microscopía de fluorescencia luego de la tinción 
con DAPI. La figura muestra fotos representativas de los núcleos en condiciones basales y luego 
de los tratamientos. (III) Células en la fase G2/M del ciclo celular. Las células fueron teñidas con 
DAPI y evaluadas por citometría de flujo. Las barras representan la media ± DS de 3 
experimentos independientes siendo **p<0,01. 
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Considerando que tanto los oAH como 4MU inhibieron la fosforilación de Akt en la línea celular 
Kv562 y que el co-tratamiento con Ly294002 y VCR bloqueó completamente la proliferación sin 
provocar la muerte de dichas células, se decidió evaluar la implicancia de PI3K en la 
sensibilización al efecto senescente de VCR. Para ello, las células Kv562 fueron tratadas con 
VCR y Ly294002 durante 48 horas y posteriormente se analizaron los tres parámetros 
anteriormente estudiados. 
En la Figura 81 puede observarse que en las células Kv562 al inhibir PI3K con Ly294002, en 
presencia de VCR, se incrementó el porcentaje de células SA-β-gal positivas (panel I), se 
evidenció la presencia de  SAHF (panel II) y aumentó el porcentaje de células en las fase G2/M 
del ciclo celular (panel III) respecto a cada compuesto por separado. 
A partir de dichos resultados se puede inferir que al inhibir a PI3K, las células Kv562 se 
sensibilizarían a la inducción de senescencia mediada por VCR. 
Figura 81. Inducción de senescencia mediada por VCR al inhibir PI3K. Las células Kv562 
fueron tratadas con VCR, Ly294002 o su combinatoria por 48 horas. (I) La actividad enzimática 
SA-β-gal fue evaluada mediante tinción con X-gal y posterior análisis por microscopía óptica. Se 
contaron 200 células para cada condición. Las barras representan la media ± DS de 3 
experimentos independientes siendo ***p< 0,001. (II) Evaluación de SAHF. Se analizó la 
morfología nuclear por microscopía de fluorescencia luego de la tinción con DAPI. Las flechas 
blancas indican los SAHF mientras que las verdes marcan núcleos de gran tamaño compatibles 
con el aumento del tamaño celular característico de la senescencia. (III) Células en la fase G2/M 
del ciclo celular. Las células fueron teñidas con DAPI y evaluadas por citometría de flujo. Las 
barras representan la media ± DS de 3 experimentos independientes siendo **p<0,01. 
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Conclusiones parciales 
 
En la parte B del capítulo IV se evaluó la implicancia del AH, sus oAH y la 4MU en la respuesta 
a la quimioterapia con VCR a nivel de la proliferación celular y los mecanismos de supresión 
tumoral considerando la participación de PI3K en dichos procesos. 
En principio, se demostró la sensibilidad al efecto anti-proliferativo de VCR de las células K562 
y la resistencia de Kv562. Además, ambas líneas presentaron un efecto de tipo dosis 
dependiente, aunque en las primeras el efecto fue gradual; mientras que en las segundas la acción 
fue de tipo “todo o nada”. Al estudiar la muerte celular mediada por VCR se requirieron altas 
dosis de la droga para producir un efecto citotóxico demostrando la gran resistencia de ambas 
líneas celulares a la muerte celular. Más aún, el tratamiento con dosis terapéuticas de VCR 
indujo senescencia en las células K562. 
La co-incubación de ambas líneas celulares con VCR y AH no modificó el efecto de VCR sobre 
los diferentes procesos estudiados. 
El co-tratamiento con VCR y oAH sensibilizó a las células resistentes observándose una 
disminución en la proliferación celular con inducción de senescencia. La sensibilización de las 
células Kv562 podría deberse al efecto inhibitorio de los oAH sobre la bomba de eflujo Pgp y 
sobre la vía de PI3K/Akt. 
La combinación de VCR con 4MU también sensibilizó a las células Kv562 a la acción anti-
proliferativa y senescente de VCR. Dicho efecto podría estar mediado por la inhibición de Pgp y 
de la fosforilación de Akt generada por 4MU. Por lo tanto, el AH sintetizado por las células 
ejercería un efecto autócrino o parácrino favoreciendo la resistencia a VCR. 
Además, se demostró que la inhibición de PI3K con Ly294002, sensibilizó a las células Kv562 al 
efecto anti-proliferativo y senescente de VCR. Si bien PI3K podría modular la funcionalidad de 
Pgp, en el capítulo II se demostró que no lo hace, sugiendo que las células Kv562 presentarían, al 
menos, dos mecanismos independientes de resistencia. El primero, la expresión y funcionalidad 
de Pgp y el segundo, la sobre-activación de PI3K. 
Un resumen del análisis de los resultados se representa en el Esquema IV.B donde pueden 








Esquema IV.B Mecanismo de acción propuesto para VCR sola y en combinación con oAH y 
4MU. Las células K562 son sensibles al efecto anti-proliferativo y senescente de VCR. Por 
bibliografía se sabe que la VCR posee la capacidad de inhibir la dimerización de la tubulina. De 
este modo, VCR evita la formación de los microtúbulos arrestando el ciclo celular en la 
metafase. Por otro lado, las células Kv562 son altamente resistentes a la acción de VCR. Dicha 
resistencia dependería de, al menos, dos mecanismos independientes, como la sobre-activación 
de la vía de señalización de PI3K y la expresión y funcionalidad de la bomba de eflujo Pgp. El 
AH sintetizado por las células ejercería un efecto autócrino o parácrino que favorecería la MDR 
mediante la activación tanto de la vía de PI3K como de Pgp. Es por ello que al mitigar sus 
señales, ya sea a través de su desplazamiento con los oAH o inhibiendo su síntesis con 4MU, se 
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La LMC representa el 20% de todas las leucemias, con una incidencia de 2 casos cada 100.000 
habitantes por año. En 2014 cerca de 140.000 personas fueron diagnosticadas con LMC a nivel 
mundial. Aunque el tratamiento con Imatinib es altamente efectivo, luego de una terapia 
prolongada se seleccionan clones resistentes lo cual conduce a la falla terapéutica. Por lo tanto, 
es necesario estudiar la biología de la LMC para así hallar nuevos blancos moleculares que 
permitan mejorar o complementar el tratamiento actual. 
En este trabajo se demostró que el AH activa vías señalización que promueven la proliferación 
celular y la MDR, mientras que impiden la inducción de senescencia. Se sabe que los nichos de 
células madre hematopoyéticas presentan altos niveles de AH, siendo éste crucial para el homing 
durante el transplante de médula ósea (Darzynkiewicz and Balazs 2012). Además es necesario 
para una correcta hematopoyesis (Goncharova et al. 2012). Es por ello que hipotetizamos que el 
AH cumpliría un importante rol en los nichos de células madre debido a su capacidad de impedir 
la senescencia evitando así el envejecimiento de dichas células. Por otra parte, su capacidad de 
activación de la Pgp resulta útil para eliminar compuestos genotóxicos y sus propiedades 
antioxidantes favorecerían la eliminación de radicales libres nocivos para el ADN 
(Darzynkiewicz and Balazs 2012). Todos los efectos citados van en un mismo sentido: la 
protección de las células madre hematopoyéticas. Sin embargo, en presencia de células 
genéticamente alteradas (como lo son las células Ph+) los altos niveles de AH podrían conferir 
un feedback positivo sobre la proliferación celular, la actividad de Pgp y la evasión de 
senescencia favoreciendo la progresión leucémica. 
 
I. Caracterización de las células K562 y Kv562 
En principio se demostró que las líneas celulares estudiadas secretan cantidades significativas de 
AH, mientras que 4MU logró inhibir su síntesis. También Imatinib logró disminuir los niveles de 
AH sugiriendo que la proteína BCR-ABL podría favorecer la síntesis de AH. Sin embargo, al 
inhibir a dicha proteína aún persiste AH en el sobrenadante de cultivo de ambas líneas celulares 
por lo cual podrían existir dos vías de síntesis, una dependiente y otra independiente de BCR-
ABL.  
Es interesante recalcar que si bien Imatinib presenta mayor selectividad por BCR-ABL, también 
es capaz de inhibir a otras proteínas como el receptor PDGF-R. Como citamos en la 
introducción, dicho receptor al ser activado por su ligando (PDGF-BB) favorece la producción 
de la sintasa Has-2 (Jacobson A, et al 2000; Li, et al 2007). Por lo tanto, no se puede asegurar 
que la síntesis propuesta como dependiente de BCR-ABL sea realmente dependiente de dicha 
proteína o del PDGF-R. Este último podría estar activado constitutivamente o a través de la 
síntesis de PDGF por las mismas células. Sin embargo, previamente fue demostrada la ausencia 
de ARN mensajero para PDGF-BB en las células K562 en condiciones basales (Makela et al. 
1987). Con lo cual la hipótesis de la activación basal del PDGF-R es poco probable ya que no 
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habría ligando y tampoco estaría activado constitutivamente dado que dicho efecto favorece la 
diferenciación megacariocítica, la cual no se observa en condiciones basales (Tsenga et al. 2005). 
Es por ello que postulamos que la producción de AH dependería, en parte, de BCR-ABL. 
Además, aún a dosis bajas de Imatinib se observa la disminución en sus niveles. Más aún, BCR-
ABL activa las vías de señalización involucradas en la activación transcripcional de las Has y 
sería capaz de activar a PKC quien se sabe que incrementa la funcionalidad de las Has 
(Mencalha et al. 2014). 
Otra hipótesis valida sería que BCR-ABL impida la degradación del GAG mediante la inhibición 
de las Hyals; mientras que Imatinib, al bloquear la actividad de la kinasa, permitiría que el AH 
sea catabolizado. Ya sea por incremento en la síntesis o decremento en la degradación, BCR-
ABL desbalancearía el metabolismo del AH favoreciendo el aumento de los niveles de AH. 
Diversos autores han reportado cambios en la MEC luego del tratamiento con Imatinib (Gioni V 
et al 2008; Hong FS et al 2010; Malavaki C et al 2013). Sin embargo, en este trabajo se 
describe por primera vez la participación de BCR-ABL en el metabolismo del AH.  
El análisis de los niveles de BCR-ABL demostró que Imatinib es capaz de modular 
negativamente su síntesis. Dicho resultado coincide con reportes de otros autores que  indican 
que Imatinib incrementa los niveles de los miR-138 y miR-203 capaces de reprimir la síntesis de 
BCR-ABL (Xu C et al 2014, Shibuta T et al 2013). Con lo cual Imatinib no sólo inhibe la 
actividad enzimática de BCR-ABL sino que también disminuye su producción. Ambos efectos 
contribuyen para bloquear la señalización leucemogénica de la enzima. 
Asimismo, ambas líneas celulares expresan CD44. Existen trabajos que describen a las células 
K562 como CD44 negativas (Buscher et al. 2010) luego de su evaluación por citometría de flujo 
y utilizando anticuerpos anti-CD44 conjugados a FITC. Las diferencias con nuestros resultados 
(Lompardía et al 2013) podrían deberse a la sensibilidad del método empleado dado que se 
utilizó un fluorocromo de mayor rendimiento como lo es PE sumado a un sistema de biotina-
avidina-PE que amplifica notablemente la señal, pudiendo así explicar las diferencias 
observadas. Más aún, mediante inmunoblotting se demostró que ambas líneas celulares expresan 
al menos dos isoformas de CD44. El peso molecular de las bandas obtenidas sugiere que 
expresan la isoforma estándar (CD44s) y una variante (CD44v). 
También se observó la expresión de RHAMM tanto en las células K562 como en las Kv562. 
Otros autores ya habían descripto que las células K562 expresan RHAMM (Greiner et al. 2006; 
Schmitt et al. 2009). El análisis por citometría de flujo indica que un bajo porcentaje de células 
expresa RHAMM en su membrana. Sin embargo, al observar las imágenes de la 
inmunofluorescencia indirecta puede apreciarse que prácticamente todas las células lo expresan. 
Vale destacar que en la IFI las células fueron permeabilizadas, es por ello que podemos indicar 
que RHAMM no sólo se encuentra en la membrana de las células K562 y Kv562 sino también en 
su citosol. 
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El estudio de la interacción de AH con sus receptores demostró que ambas líneas celulares son 
capaces de unir AH. Dicha interacción fue revertida por oAH y por anticuerpos bloqueantes de 
los receptores CD44 y RHAMM. Sugiriendo así que AH y oAH compiten por la unión a los 
receptores presentes en las células K562 y Kv562. 
 
II. Efecto de los tratamientos con AH y oAH sobre las células K562 y Kv562. 
En las células K562 el tratamiento con AH incrementó la proliferación celular. Dicho efecto 
estaría mediado  por la interacción de AH con CD44 y la consecuente activación de PI3K/Akt  y 
de MEK/ERK. Por el contrario, la interacción de los oAH con CD44 condujo a la inhibición de 
la proliferación de las células K562 posiblemente por la inhibición de PI3K y MEK (Figura 82). 
El mecanismo de acción descripto para AH y oAH está en concordancia con resultados de otros 
autores en diversas líneas celulares de tumores sólidos (Toole 2009; Toole 2004).  
Además, la inhibición de MEK no sólo redujo los niveles de pERK sino que también de pAkt, 
sugiriendo que MEK o alguna proteína río abajo estaría fosforilando a Akt. Por lo tanto, en las 
células K562 habría un cross-talk entre las dos vías de señalización estudiadas. Este hallazgo 
correlaciona con diversos trabajos en los cuales se han reportado puntos de comunicación entre 
PI3K/Akt y MAPK en distintos tipos de células tumorales, como por ejemplo, células de 
feocromocitoma (Yang et al. 2011) y de carcinoma hepatocelular (Dai et al. 2009). Asimismo, el 
AH  estimuló la fosforilación de Akt a través de la activación de PI3K y de la vía de MEK/ERK 











Figura 82. Mecanismo de acción propuesto para el AH y los oAH sobre las células K562. 
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El AH también aumentó la proliferación de las células Kv562. Sin embargo, su efecto no fue 
mediado por CD44, sino que fue a través de RHAMM. Más aún, la interacción AH-RHAMM 
activó a PI3K incrementando la fosforilación de Akt (Figura 83). Si bien en un principio se creía 
que RHAMM activaba sólo a ERK favoreciendo la migración, reportes recientes han 
comunicado que la interacción AH-RHAMM sería capaz de activar a PI3K en células de cáncer 
de próstata y en células de músculo liso (Benítez et al 2011; Goueffic et al. 2006). Como 
describimos en la introducción, RHAMM actúa como una proteína adaptadora, por lo tanto 
requiere de receptores transmembrana, como CD44 o PDGF-R, para desencadenar señales 
(Maxwell et al. 2008; Telmer et al. 2011). Por lo tanto, en las células Kv562, la interacción AH-
RHAMM estaría activando a un receptor transmembrana capaz de activar la vía de PI3K/Akt. 
Vale destacar que la proliferación inducida por el AH en las células Kv562 requiere sólo la vía 
de señalización de PI3K/Akt, mientras que en K562 requiere de PI3K/Akt y de MEK/ERK. Esto 
indicaría que en la adquisición del fenotipo resistente parece haber cobrado mayor relevancia la 
vía de PI3K/Akt en detrimento de la de MEK/ERK.  
A diferencia de las células sensibles, en las Kv562 los oAH no inhibieron la proliferación 
celular. Sin embargo, lograron reducir los niveles de pAkt mediante su interacción con RHAMM 
e inhibieron la funcionalidad de Pgp a través de CD44 (Figura 83). Este último hallazgo 
correlaciona tanto con reportes previos de nuestro laboratorio en células de linfoma T murino 
(Cordo Russo et al. 2008) como de otros autores en las células K562/A02 (resistentes a DOX) y 
en tumor maligno de vaina de nervio periférico (Cui et al. 2009; Slomiany et al. 2009). Vale 
destacar que en nuestro laboratorio se demostró que en células de linfoma la funcionalidad de 
Pgp depende de la activación de PI3K/Akt (García MG 2009). Considerando que los oAH 
inhibieron a dicha vía de señalización, se evaluó la modulación de Pgp luego de la inhibición de 
PI3K observándose que el tratamiento con Ly294002 no modificó la actividad de Pgp. Por lo 









Figura 83. Mecanismo de acción propuesto para el AH y los oAH en las células Kv562. 
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III. Efecto de la inhibición de la síntesis del AH en las células K562 y Kv562 
La proliferación inducida por el AH exógeno en ambas líneas celulares nos llevó a pensar que el 
AH sintetizado y secretado por las células podría estar actuando como un mediador autócrino o 
parácrino. De hecho, al inhibir la síntesis de AH con 4MU se logró inhibir la proliferación de las 
dos líneas celulares estudiadas. Este resultado se encuentra en concordancia con los reportados 
por diversos autores en células de osteosarcoma, carcinoma esofágico de células escamosas, 
cáncer de mama y carcinoma hepatocelular (Arai et al. 2011; Piccioni et al. 2011; Twarock et al. 
2011; Urakawa et al. 2012). Además, la co-incubación de 4MU con AH revirtió el efecto anti-
proliferativo del inhibidor confirmando que la acción de 4MU se debe a la ausencia del GAG. 
Más aún, para la menor dosis empleada de 4MU se logró recuperar el nivel basal de proliferación 
con cantidades de AH menores a las producidas por las mismas células. Este resultado refuerza 
la hipótesis del AH como mediador autócrino o parácrino de la proliferación de ambas líneas 
celulares.  
Asimismo, al bloquear CD44 en las células K562 y RHAMM en las Kv562, el AH no pudo 
revertir el efecto de 4MU sugiriendo que la acción del AH sería mediada por CD44 en K562 y 
por RHAMM en Kv562 (Figura 84). Dicho resultado correlaciona con los discutidos 
anteriormente para los tratamientos con AH exógeno. La reversión del efecto de 4MU por el 
agregado de AH también fue reportado en líneas celulares de cáncer de próstata (Lokeshwar et 
al. 2010). Además, el AH revirtió de modo parcial el efecto de la dosis más elevada de 4MU, 
sugiriendo un posible efecto per se de 4MU. 
El tratamiento con 4MU también redujo los índices pAkt/Akt y pERK/ERK en las células K562, 
mientras que disminuyó sólo la relación pAkt/Akt en  la línea resistente Kv562 (Figura 84). 
Nuevamente, el agregado de AH revirtió la inhibición de la fosforilación inducida por 4MU, 
sugiriendo que el AH sintetizado por las células de estudio podría estar activando estas vías de 
señalización. Estos resultados también correlacionan con los discutidos previamente. 
El presente trabajo describe por primera vez que 4MU induce senescencia y que el co-
tratamiento con 4MU y AH impide la inducción de dicho proceso biológico (Figura 84). Vale 
recordar que la senescencia es un importante mecanismo de supresión tumoral (Campisi and 
d'Adda di Fagagna 2007; Rodier and Campisi 2011). En este sentido, el AH podría estar 
favoreciendo la progresión leucémica. Diversos autores han reportado un efecto pro-apoptótico 
de 4MU en diferentes células tumorales (Arai et al. 2011; Lokeshwar et al. 2010; Piccioni et al. 
2011; Urakawa et al. 2012). Además, se ha descripto que 4MU sería capaz de inducir apoptosis 
en las células K562 (Uchakina et al. 2013). Sin embargo, nuestros resultados indican la ausencia 
de muerte celular frente al tratamiento con 4MU. Las diferencias podrían explicarse 
considerando las dosis muy elevadas de 4MU empleadas por Uchanika et al quienes además 
observan inhibiciones totales de la proliferación celular con muy bajos índices de apoptosis, 
aunque no estudian la inducción de senescencia. A pesar de las divergencias citadas, describen 
resultados que correlacionan con nuestro trabajo (Lompardía et al 2013) como la síntesis de AH 
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por las células, su inhibición mediada por 4MU y que el agregado de AH revierte el efecto anti-
proliferativo de 4MU. 
Tomando los resultados en conjunto se postula una relación entre la vía de señalización de 
PI3K/Akt y la senescencia. Se sabe que PI3K/Akt favorece la progresión del ciclo celular (Chang 
et al. 2003) y la senescencia se caracteriza por el arresto del ciclo celular (Campisi and d'Adda di 
Fagagna 2007; Drullion et al. 2012; Rodier and Campisi 2011; Yang et al. 2012). Los resultados 
demuestran que el AH es crucial para evadir la inducción de senescencia e inducir la progresión 
del ciclo celular de modo PI3K dependiente en las células  K562 y Kv562. La hipótesis de PI3K 
como modulador de la senescencia se refuerza considerando que las células K562 son 
homocigotas negativas para p53, la principal proteína involucrada en la inducción de 
senescencia. Con lo cual se requeriría de otro mecanismo responsable y considerando los 
resultados obtenidos, la vía de PI3K podría estar participando en la evasión a la inducción de la 
senescencia.  
Asimismo, 4MU redujo el eflujo de DOX y nuevamente al co-tratar las células con 4MU y AH 
se restableció la funcionalidad de la Pgp. Sin embargo, el AH no pudo revertir el efecto de 4MU 
al bloquear CD44. De este modo, el AH sintetizado por las células Kv562 al interaccionar con 
CD44 estaría estimulando la funcionalidad de Pgp favoreciendo la MDR (Figura 84). Resultados 
similares fueron reportados por Bourguignon et al quien describió que la interacción AH-CD44 
induce la activación de ankirina incrementando la actividad de Pgp en células de cáncer de mama 
y de ovario (Bourguignon et al. 2008). 
Figura 84. Mecanismo de acción propuesto para 4MU en las células K562 y Kv562. 
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IV. Efecto de AH, oAH y 4MU sobre la MDR 
La MDR en los procesos oncohematológicos es una de las principales causas de la falla 
terapéutica. Dado que múltiples factores pueden contribuir a la quimioresistencia, el impacto de 
los componentes de la MEC en dicho proceso ha cobrado gran importancia (Baumgartner et al. 
1998; Bissell and Radisky 2001; Cordo Russo et al. 2008; Croix et al. 1998). Considerando que 
el AH es el principal GAG de la MEC se evaluó su rol en la MDR. Para ello se utilizaron dos 
drogas de uso clínico, como el Imatinib y la VCR. El primero se seleccionó ya que es la droga de 
primera línea frente a la LMC dado que inhibe a la BCR-ABL. El segundo se escogió 
considerando que se emplea cuando los inhibidores de BCR-ABL ya no son efectivos y porque 
las células Kv562 son altamente resistentes a dicha droga. 
En principio, se evaluó el efecto de diversas dosis de Imatinib sobre la proliferación de ambas 
líneas celulares. Para cada concentración de Imatinib se observó un mayor efecto anti-
proliferativo para las células K562 que para las Kv562. Este resultado era esperable dado que las 
segundas presentan Pgp y diversos autores han reportado que dicha bomba de eflujo es capaz de 
extruir al Imatinib (Czyzewski K and Styczynski J. 2009; Silva KL et al 2013). Al analizar las 
vías de señalización se observó que la inhibición de BCR-ABL redujo los niveles de pAkt en 
ambas líneas celulares y de pERK en las células K562. Más aún, se demostró que el efecto anti-
proliferativo del inhibidor estaría mediado por la inducción tanto de apoptosis como de 
senescencia en ambas líneas celulares. Los resultados obtenidos en las células K562 son 
similares a los reportados por otros autores (Elfineh L et al 2014). Si bien los efectos de Imatinib 
sobre las vías de señalización y mecanismos de supresión tumoral en las células K562 han sido 
ampliamente estudiados, nada se sabía de su acción sobre las células Kv562. 
Al analizar el efecto del AH sobre la acción de Imatinib, se observó que el GAG revirtió el 
efecto anti-proliferativo y senescente del inhibidor sin afectar la inducción de apoptosis en ambas 
líneas celulares. Es por ello que se puede inferir que el efecto senescente del Imatinib dependería 
de la reducción en los niveles del AH. Asimismo, el agregado de AH al tratamiento con Imatinib 
restituyó la fosforilación basal de Akt tanto en las células K562 como en las Kv562, y de ERK 
sólo en las primeras.  
Considerando estos resultados de modo conjunto con los obtenidos en los capítulos I  y III se 
puede hipotetizar que el incremento del AH mediado por la BCR-ABL constituiría una señal de 
tipo autócrina o parácrina que beneficiaría la proliferación celular y la evasión de la senescencia. 
Por ello al inhibir la actividad de BCR-ABL con Imatinib se reducirían los niveles de AH 
disminuyendo la proliferación celular y favoreciendo la inducción de senescencia. Mientras que 
al suplementar con AH exógeno a las células tratadas con Imatinib se recuperaría la proliferación 
y la evasión de senescencia (Figura 85). A partir de esta hipótesis se desprenden dos aspectos 
interesantes. El primero, es que las células Ph+ podrían sintetizar AH para evadir un importante 
mecanismo de supresión tumoral como lo es la senescencia. Y el segundo, es que las células Ph+ 
se encuentran en un ambiente rico en AH el cual podría estar interfiriendo en la acción 
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terapéutica de Imatinib. No sólo porque la droga no logró reducir totalmente los niveles de AH 
sino también porque el AH proviene principalmente de las células del estroma medular. Además, 
estas últimas carecen de BCR-ABL y por lo tanto Imatinib no modularía la producción de AH 
por el estroma. Y si bien Imatinib es muy efectivo en el tratamiento de la LMC, tal vez podría ser 











Figura 85. Implicancia de BCR-ABL sobre los niveles de AH. La enzima ya sea por incremento 
en la síntesis o disminución en la degradación aumentaría la concentración de AH quien al 
interaccionar con sus receptores activaría vías de señalización implicadas en la proliferación 
celular y la evasión de senescencia. Por el contrario, Imatinib al inhibir a la BCR-ABL reduciría 
parcialmente los niveles de AH atenuando así su señalización favoreciendo la inducción de 
senescencia. 
 
Teniendo en cuenta este último concepto, resultó interesante evaluar el efecto de Imatinib al 
mitigar las señales activadas por el AH. Para ello, se empleó tanto los oAH como la 4MU en 
combinación con Imatinib, observándose que en ambas líneas celulares al atenuar la acción del 
AH se obtuvo un mayor efecto del Imatinib.  
Al combinar las dosis más altas de Imatinib con oAH se logró un mayor efecto anti-proliferativo 
con reducción casi total de los niveles de pAkt e inducción de apoptosis en ambas líneas 
celulares. Si bien al co-incubar las concentraciones más bajas de Imatinib con los oAH también 
se redujo la proliferación de ambas líneas celulares, no se modificó la apoptosis. En este caso el 
mecanismo de supresión tumoral involucrado fue la senescencia. Considerando que las dosis 
altas de Imatinib fueron capaces de generar niveles significativos de apoptosis per se y que las 
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bajas incrementaron la senescencia, se postula que Imatinib direcciona el tipo de mecanismo de 
supresión tumoral a seguir mientras que los oAH potencian el camino marcado por el Imatinib. 
También, se podría sugerir un efecto de tipo agonista inverso para los oAH ya que no estarían 
simplemente evitando la activación de los receptores del AH sino que los estarían inhibiendo 
promoviendo así la caída abrupta de los niveles de pAkt. 
Tanto las dosis altas como las bajas de Imatinib al ser co-incubadas con 4MU mostraron una 
marcada reducción de la proliferación de ambas líneas celulares con inducción de senescencia, 
pero sin modificar los niveles de apoptosis ni de pAkt respecto a cada inhibidor por separado. 
Todos los efectos citados fueron revertidos al agregar AH exógenamente. Se puede inferir 
entonces que el AH sintetizado por ambas células impediría la inducción de senescencia mediada 
por Imatinib con el consecuente incremento de la proliferación celular. Dichos resultados van en 
el mismo sentido que los descriptos previamente para la combinación de Imatinib con AH. Vale 
destacar que 4MU disminuye totalmente la concentración de AH explicando la mayor inducción 
de senescencia obtenida para la combinación de Imatinib con 4MU respecto a cada inhibidor. De 
este modo, se fortalece la hipótesis de que el efecto senescente de Imatinib dependería de la 
reducción los niveles de AH. Es por ello que se postula que independientemente de la dosis de 
Imatinib, la ausencia del AH es la que determinaría que se favorezca la inducción de senescencia 
sobre la de apoptosis.  
Hipotetizamos que la ausencia del AH generaría la falta de activación de sus receptores 
obteniéndose niveles de pAkt similares a los producidos por Imatinib o por 4MU solos e 
incrementando la senescencia. Esta hipótesis se apoya en la anterior que propone un efecto de 
agonista inverso para los oAH. Unificándolas, habría tres opciones respecto a los receptores de 
AH cuando ambas líneas celulares son expuestas al efecto de Imatinib (Figura 86). En la 
primera, la activación de los receptores mediada por el AH favorecería la proliferación celular 
dependiente de PI3K en detrimento de la senescencia. En la segunda, la ausencia del AH 
reduciría de modo parcial los niveles de activación de PI3K beneficiando la inducción de 
senescencia. En este caso los receptores no estarían inhibidos sino que no estarían siendo 
activados por la ausencia del ligando. En la tercera, la inhibición de los receptores mediada por 
los oAH generaría una caída marcada de los niveles de pAkt beneficiando la inducción de 
apoptosis. Además, teniendo en cuenta que Imatinib reduce los niveles de AH el efecto de 
agonista inverso sería más visible ya que los oAH deben competir con menores concentraciones 
de AH, siendo más simple el desplazamiento del polímero y la consecuente inhibición de los 
receptores. 
Considerando las ideas surgidas del párrafo anterior se testeó si al inhibir a PI3K se 
incrementaba el efecto pro-apoptótico del Imatinib. La co-incubación de Ly294002 con el 
inhibidor de BCR-ABL redujo los niveles de proliferación de ambas líneas celulares e 
incrementó significativamente los niveles de apoptosis pero no de senescencia. De este modo, se 
fortalece la hipótesis de que los niveles de activación de PI3K podrían favorecer la inducción de 
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uno u otro mecanismo de supresión tumoral. Al inhibirse casi totalmente la vía de señalización se 
beneficiaría la apoptosis y frente a inhibiciones parciales la senescencia. 
 
 
Figura 86. Hipótesis de la implicancia de la activación de los receptores de AH sobre el efecto de 
Imatinib. El AH al entrecruzar sus receptores activaría la vía de PI3K reduciendo el efecto 
senescente de Imatinib. Ante la ausencia del ligando los receptores CD44 y RHAMM no pueden 
activar la vía de señalización de PI3K favoreciéndose la inducción de senescencia. La presencia 
de los oAH inhibiría los receptores generando una mayor inhibición de la vía de PI3K capaz de 
potenciar el efecto senescente de las bajas dosis de Imatinib o el efecto apoptótico de las 
concentraciones altas de Imatinib. 
 
Como ocurre con diversos anti-neoplásicos, los inhibidores de BCR-ABL ejercen una presión de 
selección que favorece el surgimiento de sub-poblaciones resistentes a la terapia. Es por ello que 
cuando dichas drogas no resultan efectivas se utiliza la quimioterapia convencional, resultando 
de interés estudiar la implicancia del metabolismo del AH frente al tratamiento con VCR.  
En principio, se evaluó el efecto del quimioterápico sobre la proliferación de ambas líneas 
celulares observándose una gran sensibilidad de las células K562, a diferencia de las células 
Kv562 que presentaron una marcada resistencia a la VCR. Al evaluar el mecanismo de supresión 
tumoral inducido por VCR en las células K562, se observó la ausencia de muerte apoptótica a 
pesar de la gran inhibición de su proliferación. Más aún, se observó una gran resistencia a la 
muerte en ambas células con dosis letales 50 muy elevadas y poco probables de ser alcanzadas 
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durante la terapia. Sin embargo, se observó una marcada inducción de senescencia al tratar las 
células K562 con VCR, no así en las Kv562.  
La combinación de AH con VCR no modificó el efecto ejercido por la VCR sobre la 
proliferación y la inducción de senescencia en ambas líneas celulares. 
Al estudiar el rol de los oAH se observó que sensibilizaron a las células Kv562 al efecto anti-
proliferativo y senescente de la VCR. Sin embargo, mediante el bloqueo de CD44 se perdió la 
sensibilización, sugiriendo que el receptor CD44 media el efecto de los oAH. Considerando que 
a través del mismo receptor los oAH lograron inhibir la funcionalidad de Pgp se puede inferir 
que la sensibilización a la VCR mediada por los oAH, podría deberse a la inhibición de la Pgp 
(Figura 87). Si bien existen reportes previos que demuestran que los oAH sensibilizan a células 
multi-resistentes mediante la inhibición de Pgp (Cordo Russo et al. 2008; Cui et al. 2009; 
Slomiany et al. 2009), en todos los trabajos citados los oAH sensibilizan al efecto apoptótico de 
los quimioterápicos. En este trabajo se demuestra por primera vez que el co-tratamiento de 
oAH con VCR induce senescencia en las células de LMC Kv562. Además, vale destacar que en 
las células K562 el mecanismo inducido por la VCR es la senescencia. De este modo, los oAH al 
tornar sensibles a las células Kv562 permitirían que la VCR ejerza su efecto del mismo modo 
que en las células K562. Al igual que Imatinib, la VCR sería quien dirige el mecanismo de 
supresión tumoral a seguir mientras que los oAH potenciarían el camino marcado por la VCR. 
Asimismo, al inhibir la síntesis de AH con 4MU, las células Kv562 se tornan sensibles al efecto 
anti-proliferativo de la VCR mientras que al restituir el AH exógenamente recobran su 
resistencia. Dicho efecto también podría deberse a la inhibición de la Pgp mediada por 4MU, 
descripta previamente. Más aún, en este trabajo se demostró que 4MU en combinación con VCR 
induce senescencia mientras que el triple tratamiento con 4MU, VCR y AH no lo hace. Este 
resultado sugiere que el agregado de AH impediría la inducción de senescencia consecuente a la 
sensibilización de las células Kv562 mediada por 4MU (Figura 87). Por lo tanto, el AH 
sintetizado por las células Kv562 no sólo sería clave para impedir la senescencia estimulando la 
proliferación celular sino que también favorecería la MDR por activación de la Pgp. 
Diversos trabajos han demostrado que la vía de señalización de PI3K/Akt potencia la MDR a 
través de su capacidad de inhibir la apoptosis y de activar a la Pgp (McCubrey et al. 2007; Rosen 
et al. 2013). Fue por ello que se evaluó el efecto de la inhibición de PI3K sobre la resistencia de 
las células Kv562. Si bien Ly294002 sensibilizó a las células Kv562 a la acción anti-proliferativa 
de la VCR no logró inducir muerte celular. En este caso el mecanismo de supresión tumoral 
involucrado fue la senescencia. Este resultado potencia la idea de que el quimioterápico 
direccionaría el mecanismo de supresión tumoral a seguir mientras que al inhibir la vía de PI3K 
se potenciaría el camino marcado por la VCR.  
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Considerando que en nuestro laboratorio se ha demostrado que PI3K presenta un efecto directo 
sobre la funcionalidad de Pgp en células de linfoma T murino (García MG 2009), se evaluó si 
dicha proteína favorecía la acción de Pgp conduciendo a la MDR. No obstante, Ly294002 no 
moduló la actividad de la bomba de eflujo. Dichos resultados sugieren que las células Kv562 
presentan, al menos, dos mecanismos independientes de resistencia. El primero, la gran actividad 
basal de Pgp y el segundo, la sobre-activación de la vía de PI3K/Akt. Vale destacar que tanto los 
oAH como 4MU lograron regular negativamente dicha vía de señalización, lo cual permite 
postular que la sensibilización mediada por ambos compuestos se debería no sólo a la inhibición 
de la Pgp sino también a la modulación negativa de pAkt. En el mismo sentido, ante la depleción 
de AH, el agregado del polímero exógenamente conduce a la recuperación del fenotipo resistente 
activando Pgp e incrementando los niveles de pAkt. 
Figura 87. Mecanismo de sensibilización de las células Kv562 a la acción anti-proliferativa y 
senescente de VCR mediado por los oAH y por la 4MU. 
 
La inducción de senescencia en las células transformadas podría ser una alternativa viable para el 
tratamiento de procesos leucémicos ya que podría permitir el normal desarrollo de las células 
hematopoyéticas, previniendo la proliferación de las células tumorales mediante el arresto de su 
ciclo celular. Es importante remarcar que 4MU no sólo es un inhibidor de la síntesis del AH sino 
que también es un suplemento dietario ampliamente utilizado en Japón por su efecto colagogo 
que no presentaría toxicidad (Arai et al. 2011; Piccioni et al. 2011). Más aún, el agregado de AH 
exógeno no logró revertir completamente los efectos de la mayor dosis de 4MU testeada, 
sugiriendo que 4MU podría disparar señales anti-proliferativas inductoras de senescencia por sí 
misma. Por lo tanto, considerando los resultados de esta tesis y los diferentes reportes existentes, 
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En este trabajo se demostró por primera vez que: 
 Células de LMC humanas sintetizan AH para impedir la inducción de senescencia y para 
resistir a la quimioterapia, sugiriendo un importante rol del AH en la progresión 
leucémica.  
 La proteína BCR-ABL sería responsable, en parte, del incremento en los niveles del 
GAG. Más aún, se propone que el efecto senescente de Imatinib dependería de la 
reducción de los niveles de AH.  
 La vía de PI3K/Akt podría participar en la evasión tanto de la apoptosis como de la 
senescencia. Altos niveles de inhibición de dicha vía de señalización conducirían a la 
apoptosis mientras que la inhibición parcial favorecería la senescencia. 
Además postulamos dos maneras para mitigar las señales desencadenadas por el AH: 
 La primera, el uso de los oAH quienes inhibieron la proliferación de las células K562 
mientras que potenciaron el efecto de Imatinib en ambas líneas celulares. Más aún, los 
oAH sensibilizaron a la acción de la VCR a las células Kv562.  
 La segunda, la inhibición de la síntesis del AH mediante 4MU, lo cual permitió la 
inducción de senescencia en ambas líneas celulares mientras que potenció el efecto de 
Imatinib en dichas células y sensibilizó a la acción de VCR a las células resistentes.  
De este modo, se potencia la idea de un posible uso tanto de los oAH como de la 4MU como co-
adjuvantes de la terapia convencional (Figura 88).  
Es por ello que creemos necesario el estudio sobre la implicancia del AH en la fisiopatología 
leucémica, especialmente en modelos in vivo y ex vivo, ya que posibilitan descubrir novedosos 
blancos moleculares que acerquen la investigación básica a una aplicación clínica futura. 
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Figura 88. Implicancia de AH en la progresión leucémica. Frente a altos niveles de AH se activa la vía de PI3K favoreciendo la proliferación 
celular y la MDR en detrimento de la inducción de senescencia. Al mitigar las señales del AH mediante oAH o 4MU en combinación con 
drogas de uso clínico se inhibe a PI3K favoreciendo la inducción de senescencia y reduciendo tanto la proliferación celular como la MDR. La 
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